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La pr6sente invention a pour objet des peptides susceptibles 
d'induire une protection contre les leptospiroses (notamment par voie vaccinale), des 
compositions immunogenes (reactifs diagnostiques et/ou therapeutiques), comprenant 
un ou plusieurs de ces peptides ou les anticorps, acides nucleiques ou vecteur qui en 
derivent. Ces compositions sont particulierement avantageuses puisqu'elles 
perraettent d'induire une reponse ou une protection immune contre diff6rentes 
souches pathogenes, notamment contre plusieurs serogroupes pathogenes difBrents 
de leptospires et d'assurer un diagnostic commun a tous les cas cliniques quelle que 

soit l'espece affectee. 

Les leptospires pathogenes sont responsables de maladies 

infectieuses atteignant l'homme et l'animal. Les leptospiroses font partie des zoonoses 
surveillees par TOMS du fait de leur repartition mondiale et de la gravite de la 
maladie (letale chez 2 a 20 % des malades en fonction de la precocite du diagnostic et 
du traitement). Chez l'animal, l'impact economique est important, la maladie 6tant 
responsable de troubles de la reproduction chez les animaux d'61evage (ruminants ou 
pore) ou de signes cliniques graves alterant la sante de l'animal de compagnie qu'est 
le chien, ou celle de l'animal de sport qu'est le cheval. 

L'importance des leptospiroses s'illustre notamment par deux 
aspects : tout d'abord leur impact en sante publique (hospitalisations, incapacites de 
travail, parfois deces, mise en oeuvre de vaccinations dans le cadre de la protection 
contre les maladies professionnelles dans certains pays dont la France), d'autre part 
leur impact 6conomique (cout de mise en ceuvre des programmes de sante publique, 
perte de production pour les animaux d'elevage et cout des vaccins employes dans de 
nombreux pays pour hitter contre cette baisse de production, perte affective de 1'animal 
de compagnie ou/et cout des vaccins disponibles actuellement chez le chien dans la 
quasi-totalite des pays du monde, et encore perte financiere du fait de Alteration des 

performances sportives du cheval). 

La lutte contre ces infections est particulierement difficile, compte 
tenu de la complexite bact6riologique de ces germes et de la diversite des reservoirs 
que constituent les animaux de la faune sauvage, porteurs, excreteurs et disseminateurs 
de ces germes par leurs urines. La complexit6 bacteriologique de ces bact6ries est telle 
qu'actuellement coexistent deux classifications de ces germes : une classification 
serologique et une classification genomique. 

Selon la classification serologique, toutes les souches pathogenes ont 
6te class6es dans une meme espece pathogene Leptospira interrogans s.l. par 
opposition aux souches saprophytes aquacoles et classees dans Leptospira biflexa s.l. 
L'espece Leptospira interrogans est divisee en plus de 25 serogroupes differents, 
chacun de ces serogroupes etant lui-meme compos6 de plusieurs serovars presentant 
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entre eux des communautes antigeniques suffisantes pour leur regroupement. On 
denombre ainsi quelque 220 serovars differents pour 1' espece pathogene. Cette 
classification est faite sur la base des antigenes inducteurs d'anticorps agglutinants, 
c'est pourquoi elle est encore la seule employee dans le cadre du diagnostic 
5 serologique de Pinfection. 

Selon la classification genomique, fondee sur l'etude d ! homologies 
genetiques, Tespece pathogene Leptospira interrogans si a ete eclatee en esp&ces 
differentes dites genomospecies : Leptospira interrogans sensu stricto (s.s.J, 
Leptospira kirshneri, L. borgpetersenii 9 L. weilii 9 L. noguchii, L. santarosai, L. meyeri, 
10 L.fainei.... 

L'expression clinique de la leptospirose est tres polymoiphe en 

fonction des souches infectantes mais aussi des especes. 

Ainsi, Thomme, sensible & la leptospirose, developpe generalement 

des formes aigues devolution rapide, avec atteinte h6patique, renale ou pulmonaire. La 
1 5 precocite du diagnostic conditionne en general Tefficacite du traitement antibiotiqus; - 

Le vaccin fran?ais dirig6 contre Icterohaemorrhagiae n'assure une protection qu.&. 

contre ce s6rogroupe considere comme le plus pathogene. + ,• 

Chez le chien, espece animale la plus sensible, une vaccination 

contre les deux s6rogroupes consideres comme dominants dans cette espece, 
20 (Icterohaemorrhagiae et Cantcola) a ete mise en ceuvre. Cependant, le vaccin ne . 

protege que contre ces deux serogroupes et ne permet pas d*eviter Tinfection par une , 

souche sauvage appartenant a un autre serogroupe. Ceci explique le developpement de 

troubles chroniques, encore mal identifies par les veterinaires praticiens jugeant qu'un 

chien vaccina contre "la" leptospirose ne peut ddvelopper une forme chronique li6e a 
25 une infection par une souche sauvage. 

Chez le cheval, tr&s exposd du fait de ses conditions d f entretien, de 

rares formes aigues mais aussi des formes non caract6ristiques telles que des baisses 

de forme, des contre performances sportives apparaissent Certains avortements de 

cette espece sont egalement lies a Tinfection leptospirosique. Enfin, une affection 
30 oculaire recidivante est attribuee aux suites de Tinfection par les leptospires. Cette 

affection compromettant l'avenir de l'animal par la cecite qu f elle peut entrainer est 

d'ailleurs inscrite en France sur la liste des vices r6dhibitoires. 

Chez les ruminants et le pore, la leptospirose s'exprime 

essentiellement par des troubles de la reproduction, comprenant soit des avortements, 
35 soit de Tinfertilite, troubles dont le poids 6conomique peut etre estim£ suffisamment 

important pour que certains pays mettent en place & grande 6chelle des mesures de 

vaccination et/ou d'6radication. 
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Compte term de P importance et de la diversite des formes 
pathologiques, toute suspicion de leptospirose, qu'il s ! agisse d'un cas clinique 
individuel ou d*un probteme d'elevage, fait generalement l'objet de methodes de 
confirmation expSrimentale. Deux volets du diagnostic (et d6pistage) peuvent ainsi 
5 etre ndcessaires, en fonction de la dur6e devolution de la maladie. Dans les cas aigus, 
la mise en evidence directe du germe est primordiale. Dans les cas chroniques, la mise 
en evidence de fa?on indirecte par la reponse serologique est g6neralement suffisante 
en terme de diagnostic, mais, dans un deuxieme temps, la reconnaissance des animaux 
porteurs de germes, et done excreteurs, necessite la mise en Evidence du germe. 
10 Actuellement, la mise en 6vidence directe de Vagent pathogene du 

germe peut 6tre effectu6e essentiellement par deux m&hodes : l'isolement et la PCR. 

L'isolement bact6riologique est une methode txbs lourde. La fragilite 
naturelle des leptospires fait que seuls les pretevements trait6s dans un delai restreint 
permettent l ! 6ventuel isolement d'une souche de leptospires. II faut noter que la 
1 5 probability d'isoler un leptospire est en general faible, etant donnees les exigences de 
ces germes ; en outre le d61ai de rdponse peut aller jusqu'& plusieurs semaines compte 
tenu de la lenteur de developpement des cultures. 

La PCR s'est done rev616e un outil beaucoup plus interessant en 
terme de diagnostic. Cependant, cette methode n'est actuellement developpee que chez 
20 rHomme, pour lequel elle est mise en oeuvre a partir d f un prelevement sanguin sur le 
malade en phase aigue. La realisation de la PCR comme methode de diagnostic sur des 
tissus comme des produits d'avortement n'est encore qu f au stade de l ! exp6rimentation. 
Quant au depistage des animaux excr&eurs de leptospires par P analyse des urines, 
methode qui serait utile en 61evage, elle n'est pas actuellement operationnelle. 
25 Le diagnostic s6rologique du germe, consistant a mettre en evidence 

des anticorps temoins d'une infection, est g6neralement effectue par le test de 
Microagglutination (MAT) qui est actuellement la m6thode de rSfSrence. Les 
inconvenients de cette methode sont li6s a l'heterogeneitS bacteriologique des 
leptospires. La methode requiert l r utilisation de germes vivants (dont la culture est 
30 delicate) et par ailleurs, repose sur la mise en 6vidence d'anticorps agglutinants induits 
par les antigenes de surface des leptospires, antigenes qui ont servi a leur classification 
et done expriment rheterog6neit6 de ces bacteries. Ceci signifie que la mise en oeuvre 
du diagnostic serologique necessite que le serum du malade soit mis en contact avec 
une souche vivante representative de chacun des serogroupes differents, ce qui oblige 
35 a multiplier les manipulations pour un meme serum. 

Sur le plan de la protection, il a toujours et6 consid6r6 dans Part 
anterieur que seules les bacteries entires sont susceptibles d'apporter les antigenes 
protecteurs et par ailleurs qu'il n'existe pas de protection croisee entre des serogroupes 
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differents. Ce qui signifie qu'actuellement, les vaccins commercialises sont composes 
d'une suspension ou plus exactement d f une addition de suspensions de bacteries 
representatives de chacun des serogroupes necessaires a la protection de Tespece de 
destination du vaccin. Compte tenu de la grande diversit6 des serogroupes, un choix 
5 s'impose en fonction de Tespece et des conditions epid6miologiques. Ainsi, les vaccins 
usuels utilises chez le chien associent une suspension de bacteries inactivees du 
serogroupe Icterohaemorrhagiae et une du serogroupe Canicola. Des vaccins utilises 
chez le pore et les ruminants aux USA associent des suspensions de s6rovars 
appartenant aux serogroupes : Icterohaemorrhagiae, Pomona, Grippotyphosa, Canicola 

10 et Sejroe (s6rovar hardjo) par exemple. Le vaccin k usage humain commercialise en 
France a l'heure actuelle comporte le serogroupe Icterohaemorrhagiae etc. . . 

Le probl&ne de ces preparations vaccinales est ieur defaillance en 
termes de protection totale contre la leptospirose. Un individu vaccine dont la 
vaccination est entretenue selon les modalites prescrites par les producteurs de vaccin u-^ 

15 est protege contre l'infection et/ou la maladie induite par une souche sauvage . 
appartenant aux seuls serogroupes presents dans le vaccin. On ne protege done (et h~ 
encore cette protection peut-elle etre imparfaite) que contre Tinfection par un ou £■ 
plusieurs serogroupes donnes, representes dans la preparation vaccinale. 

Cependant dans des travaux pr6c6dents (Gitton X, Andr6-Fontaine *.» 

20 G, Andre F, Ganiere J-P. « Immunoblotting study of the antigenic relationships among 

eight serogroups of Leptospira' 9 Vet Microbiol 1992;32:293-303.), nous avons i, : 
determine des antig&nes communs k tous les leptospires pathogen es capable d'induire y- 
une protection crois6e entre plusieurs serogroupes selon la demarche suivante. 

Ainsi, dans une premiere etape, il a ete d6montre que la presence de • 

25 corps bacteriens entiers n'etait pas indispensable k l'induction d'une protection 
homologue. On entend par reponse ou protection homologue, la protection induite par 
une preparation composee par les leptospires appartenant au meme serogroupe que les 
leptospires employes dans Vepreuve virulente r6alis6e sur animal de laboratoire 
sensible et permettant d'apprecier l f efficacit6 et 1'authenticite de la protection conferee. 

30 Ceci a 6t& demontr6 par immunisation d'animaux avec un extrait total de leptospires 
obtenu par eclatement des bacteries. Dans une seconde etape, il a ete d6montr6 que des 
extraits totaux de differents serogroupes permettaient d'induire une protection 
heterologue k l'interieur de Tesp&ce L. interrogans si. On parle de protection 
heterologue lorsque I'epreuve virulente (''challenge") est rdalis6e avec une souche 

35 n'appartenant pas au serogroupe utilise pour Timmunisation. Ceci a et6 d6montr6 par 
des immunisations r6alisees avec des extraits totaux de cultures des serogroupes 
Autumnalis, Canicola ou Icterohaemorrhagiae suivies d'6preuves virulentes utilisant 
des souches Icterohaemorrhagiae ou Canicola dont la virulence est entretenue au 
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laboratoire. La troisieme etape a consiste a demontrer que l'antigene ou les antigenes 
responsables de cette protection crois6e 6taient absents de, ou tres peu exprim6s par, 
l'espece saprophyte: un extrait total de Z,. biflexa n'a pas permis de protdger des 
animaux contre une epreuve virulente. La quatrieme 6tape a consist6 k identifier les 
5 antigenes differencial l'espece pathogene de l'espece saprophyte : Pour cela, des 
comparaisons de profils electrophor&iques ou d'immunotransferts d'extraits totaux de 
leptospires de differents serogroupes pathogenes ou non ont et6 realisees et montrent 
des bandes antig6niques s'6chelonnant de 14 k 200 kD dont 24 sont communes k 
l'espece pathog&ne et en particulier la zone 21-26 kD qui est serogroupe-specifique 
10 (Gitton X, Andre-Fontaine G, Andr6 F, Ganiere J-P. « Immunoblotting study of the 
antigenic relationships among eight serogroups of Leptospira. 9 ' Vet Microbiol 
1992 ; 32:293-303.). Des immunotransferts d'extraits totaux reconnus par des serums 
de chiens infect6s ont ete realises ; ceci a permis de montrer que la zone 21-31 kD et 
plus particuli&rement 25-31, 32-34 et 45 kD seraient associes a l'appartenance a 
15 l'espfcce pathogene, la zone antig6nique differencial l'espece pathogene de l'espece 
saprophyte se situait done entre 21 et 45 kD. (Gitton X, Buggin-Daubi6 M, Andr6 F, 
Ganiere J-P, Andre-Fontaine G. « Recognition of Leptospira interrogans antigens by 
vaccinated or infected dogs ». Vet Microbiol 1994 ; 4:87-97.). Cependant 1'utilisation 
d'un extrait total permettait la migration des antigenes proteiques mais egalement des 
20 antigenes lipopolyosidiques. Or Tart anterieur defmit ces derniers comme responsables 
de la protection contre la leptospirose. La cinquieme etape devait done apprecier le 
r61e respectif 6ventuel dans la protection croisee des antigenes lipopolyosidiques et 
des antigenes proteiques prepares separement. Cette cinquieme etape a defini la nature 
de l'antigene ou des antigenes responsables de cette protection croisee. Des extraits 
25 purifies de lipopolysaccharides (LPS) ont ete prepares par la methode ^extraction a 
chaud phenol-eau de Westphall. Ce mode de preparation permet d'obtenir la fraction 
lipopolyosidique (LPS) pure. L'extrait residuel contient les proteines (simples ou 
complexes), mais aussi du LPS r6siduel. Nous avons demontr6 que l'extrait pur LPS 
est responsable d'un puissant effet protecteur, mais exclusivement homologue. Ceci 
30 confirme bien les donndes anterieures concernant Vabsence de protection croisde entre 
serogroupes. En effet, le LPS correspond aux structures antig6niques externes 
responsables de la production d'anticorps agglutinants utilises comme base de la 
classification serologique, mais aussi responsables de 1'effet protecteur des 
pr6parations vaccinales. Selon Tart ant6rieur, il etait done necessaire qu'un vaccin soit 
35 capable d'induire la production d'anticorps agglutinants k des taux significatifs pour 
proteger un animal contre une infection par un leptospire homologue. La sixieme 
6tape a consist^ k controler la capacite d'un extrait proteique d'une souche Autumnalis 
ou Canicola purifie de toute trace de LPS d'induire une protection homologue au 



6 



meme titre que le LPS purifie mais aussi d'induire une protection contre une 6preuve 
virulente heterologue observee lors des essais precedents avec des extraits totaux. Ceci 
a ete r6alis6 par une immunisation avec un ex trait prot6ique obtenu par une extraction 
chloroforme methanol effectuee sur Tinterface d'une extraction ph6nol eau ayant 
5 permis la purification prealable du LPS et suivie d r une epreuve virulente homologue 
ou het6rologue suivant le cas (Sonrier C, Branger C, Michel V, Ruvoen-Clouet N, 
Ganiere JP, Andre-Fontaine G. « Evidence of cross-protection within Leptospira 
interrogans in an experimental model. Vaccine ». 2000 Aug 15 ; 19(l):86-94.). Lors de 
la septieme etape, il a ete possible par I'utilisation du Prep-cell de Biorad de separer 

10 diffSrentes proteines segregeant dans cette zone afin de realiser ieur sequenpage. Trois 
bandes ont fait Tobjet de T6tude en s6quen9age, une proteine de 32 kD et deux 
prolines de 34 kD. Les sequences NH 2 terminales ont 6t6 definies ainsi qu'une 
sequence interne d'une douzaine decides amines correspondant au pic majeur (pic 14) 
obtenu en HPLC. La proline de 32 kD a ete designee PPL. Dans une huitieme 6tape,^ 

15 des sondes nucl6otidiques degenerees ont 6te construites, le gene de PPL a ete clone, > 
et la production de proteine PPL recombinante a et6 effectuee et a permis la£ 
production d ! anticorps monoclonaux. Le gene PPL a ete insere dans un adenovirus ^ , 
humain non replicatif et une protection efficace contre des epreuves virulentes %• 
effectuees sur la gerbille, a et6 observee apres administration de ces virus*- 

20 recombinants en particulier comme vaccins (Branger C, Sonrier C, Chatrenet B, • 
Klonjkowski B, Ruvoen-Clouet N, Aubert A, Andre-Fontaine G, Eloit M. * 
« Identification of the hemolysis-associated protein 1 as a cross-protective immunogem- 
of Leptospira interrogans by adenovirus-mediated vaccination. » Infect Immun. 2001 
Nov; 69(11): 6831-8.). 

25 Toutefois, la proteine recombinante produite par un systfeme 

procaryote ne permet pas d'apporter de protection significative contre les diff6rentes 
souches de leptospires pathogenes. 

Par ailleurs, le diagnostic serologique des leptospiroses par le test de 
microagglutination est tardif et ne permet pas une detection precoce de la maladie. H 

30 n'est pas rare qu'un animal meure de leptospire avant que celle-ci soit diagnostiquee. 

Les inventeurs se sont done fixe pour objectifs P identification de 
peptides susceptibles d'induire une protection efficace contre les difterentes souches 
de lepstopires pathogenes, cette protection pouvant etre induite de fa?on directe, sans 
passer par P expression de ces peptides dans un adenovirus. 

35 Les inventeurs se sont 6galement fix6 pour objectifs la mise au point 

d'une mdthode de detection pr6coce de Pinfection par les differentes souches de 
leptospires pathogenes afin de permettre un diagnostic de leptospirose a un stade de 
Pinfection oil il est efficace d'administrer un traitement a Pindividu. 
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La presente invention permet a present de r6soudre les inconvenients 
des differentes methodes de vaccination, de ddpistage, de diagnostic et de traitement, 
decrites dans Part anterieur. La pr6sente invention decrit en effet 1' identification d'un 
motif antigenique de leptospire : le peptide PP, commun a de multiples serogroupes de 

5 leptospires, notamment de leptospires pathogenes. La presente invention permet 
egalement la production de polypeptides, peptides et anticorps, utilisables soit dans 
des approches vaccinales soit dans des approches therapeutiques efficaces et 
susceptibles d'induire une protection contre de multiples serovars de leptospires 
pathogenes. La prdsente invention permet ainsi la realisation de tests de detection ou 

10 de depistage des leptospires pathogenes eux-memes ou de l'infection qu'ils 
provoquent, non restreints a des serovars particuliers. La presente invention permet en 
outre la r6alisation de tests de detection plus simples que les methodes MAT decrites 
dans Fart anterieur, puisqu'elles ne necessitent pas la culture de germes. La pr6sente 
invention decrit en outre des acides nucleiques, vecteurs, sondes, amorces ainsi que 

1 5 des cellules recombinantes utilisables pour la production des polypeptides, peptides ou 
proteines ou pour la detection de leptospires ou de leurs produits dans tout echantillon 
test, biologique (par exemple fluides biologiques tels que sang, plasma, urine, lait, 
liquide cephalorachidien, tissu, organe, culture cellulaire, etc.) ou d'autre origine 
(comme par exemple un echantillon souill6 par des matieres biologiques, telles qu'une 

20 eau de riviere, une eau stagnante, une eau de boisson, une eau stock6e utilisees par des 
entreprises telles que des ardoisieres, des maratchers, etc, 

Le premier objet de l'invention est un peptide denomme PP, 
fragment d'une prot6ine PPL de 32 kDa decrite dans la Demande Internationale 
W096/36355. Ce peptide PP est constitu6 de 25 acides amines et est represent6 par la 

25 sequence SEQ ID N°: 1 represent6e ci-dessous : 

SEQ ID NO : 1 Lys-Ala-Lys-Pro-Val-Gln-Lys-Leu-Asp-Asp-Asp- 
Asp-Asp-Gly-Asp-Asp-Tlir-Tyr-Lys-Glu-Glu-Arg-His-Asn-Lys 

30 L'invention a egalement pour objet des homologues du peptide PP, 

ses sels pharmaceutiquement acceptables, ses fragments fonctionnels, ses analogues 

chimiques et certains derives chimiques de ce peptide. 

Par homologues, on entend au sens de la presente invention des 

peptides dont la sequence d'acides amines presente au moins 60% dc similarite avec la 
35 sequence SEQ ID NO : 1, encore plus preferentiellement 70%, encore plus 

pr6ferentiellement encore 80%, de maniere pref6ree au moins 90%, et encore plus 
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favorablement au moins 95%, ou mieux, 98% de similarite avec la sequence 
SEQIDNO : 1. 

Par similarite de X% entre un peptide P et la sequence 
SEQ ID NO : 1, on entend que: lorsque la sequence de P est alignee face k 
5 SEQ ID NO : 1, dans le meme sens, X% des acides amines de P sont identiques a 
l'acide amine correspondant de SEQ ID NO : 1 ou sont remplaces par un acide amine 
de m£me classe, 6tant entendu que si les sequences ne sont pas de meme longueur, on 
placera eventuellement un espace entre les acides amines de la sequence concernee. Le 
degre d'homologie peut etre evaluS par des methodes bien connues de I'homme du 
1 0 metier (par exemple, WILBUR W.J. et al Proceedings of the National Academy of 
Sciences USA 80, 726-730 (1983); MYERS et al, CompuL Appi Biosci. 4, 11-17 
(1988)). 

Au sens de la presente invention l'homologie avec la SEQ ID NO : 1 
s'6tend aux peptides comportant de 15 a 40 acides amines et dont la sequence, une fois ' . . 
15 alignee avec SEQ ID NO : 1,. avec les espaces places entre les acides amines H % 
appropries, possede une- similarit6 comprise dans les valetirs indiquees ci-dessus. % f 
Pref6rentiellement, Thomologie s'etend aux peptides comportant de 20 a 30 acides ^ 
amines, encore plus preferentiellement de 22 k 28 acides amines. 4* 

Par acides amines de mSme classe, on entend un acide amine * T 
20 possedant des propriety chimiques sensiblement identiques, $ 

En particulier, on entend par ce terme des acides amin6s ayant » : 
sensiblement la meme charge, et/ou la meme hydrophilie ou hydrophobic, et/ou la \; 
meme arornaticitS. 

De tels regroupements d' acides amin6s incluent generalement : 
25 (i) glycine, alanine, valine, 

(ii) isoleucine, leucine, 

(iii) tryptophane, tyrosine, ph6nylalanine, 

(iv) acide aspartique, acide glutamique, 

(v) arginine, lysine, histidine, 
30 (vi) asparagine, glutamine, 

(vii) serine, threonine. 

D'autres substitutions d'acides amines peuvent etre envisages au 
sens de la pr6sente invention dans lesquelles on remplace un acide amin6 par un autre 
acide amine de meme classe, c'est-a-dire possedant des propri6tes comparables, 
35 P acide amine de substitution etant un acide amine non naturel. 

C'est le cas, par exemple, des enantiom6res et des diast&rdoisomeres 
des acides amines nature Is, de I'hydroxyproline, de la norleucine, de Tornithine, de la 
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citruline, de la cyclohexylalanine, des acides p-amines tels que 1'acide 3-amino- 
propionique, des acides Q-amines tels que 1'acide 4-amino-butyrique. De tels acides 
amines sont bien connus de Thomme du metier et peuvent etre prepares par des 
m6thodes connues. Sont egalement indues dans la presente invention les substitution 
5 d'un ou plusieurs acides amines par un acide amine non naturel porteur d'un 
groupement permettant la detection du peptide, tels qu f un acide amine porteur d'un 
groupement fluorescent , photoactivable ou un acide amin6 radiomarque. 

Un exemple particulier d ! homologue est constitue par les fragments 
fonctionnels des peptides selon Tinvention : ce sont des peptides r<§pondant a Tune des 
10 sequences selon Tinvention dans lesquelles un ou plusieurs acides amines sont otes de 
la sequence mais qui conservent une activite immunogeniques comparable a celle 
ddcrite pour le peptide PP, en particulier un titre en anticorps comparable. Les 
fragments fonctionnels pr6f6r£s des peptides selon Tinvention sont ceux pour lesquels 
au plus six acides amin6s, plus preferentiellement 4 acides amines, plus 
15 preferentiellement encore 2 acides amines, sont 6t6s. Encore plus preferentiellement, 
ceux pour lesquels un acide amine est ote. 

Habituellement, des substitutions d'acides amines de meme classe 
permettent de conserver au peptide son activite immunogenes. Des substitutions 
appropriees pourront Stre determin6es en testant les propri6tes antimicrobiennes des 
20 peptides obtenus en utilisant des tests d' activite tels que ceux decrits ci-apres. 
L'invention concerne plus specifiquement des molecules induisant un titre en anticorps 
et/ou conferant une protection comparables a ceux susceptibles d'etre obtenus par 
l'utilisation du peptide PP. 

Selon Tinvention, le terme sels sc rapporte a la fois aux sels d ! amine 
25 d ! une fonction carboxyle de la chaine peptidique aussi bien qu'aux sels acides 
d'addition a un groupe amine de cette m6me chaine polypeptidique. Les sels d f une 
fonction carboxyle peuvent etre formes avec une base inorganique ou organique. Les 
sels inorganiques incluent par exemple les sels de metaux alcalins tels que les sels de 
sodium, de potassium et de lithium ; les sels alcalino-terreux tels que par exemple les 
30 sels de calcium, de barium et de magnesium ; les sels d'ammonium, les sels ferreux, 
ferriques, les sels de zinc, dc manganese, d ! aluminium, de magnesium. Les sels avec 
des amines organiques incluent ceux formes par exemple avec la trimcthylamine, la 
triethylamine, la tri(n-propyl)amine, la dicyclohcxylamine, la triethanolamine, 
l'arginine, la lysine, l'histidine, Tethylenediamine, la glucosamine, la methylglucamine, 
35 les purines, les piperazines, les pipdridines, la cafeine, la procaine. 

Les sels d*addition acides incluent, par exemple, les sels avec des 
acides mineraux tels que par exemple 1'acide chlorhydrique, l 1 acide bromhydrique. 
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1'acide sulfurique, l'acide phosphorique, l'acide nitrique ; les sels avec des acides 
organiques tels que par exemple, l'acide acetique, l'acide oxalique, l'acide tartrique, 
l'acide succinique, l'acide maleique, l'acide fumarique, l'acide gluconique, l'acide 
citrique, l'acide malique, l'acide ascorbique, l'acide benzoique. 
5 Des derives chimiques des peptides selon l'invention incluent les 

composes des-alpha amino peptides, les derives N-alpha acyl substitu6s de la forme 
RCO-, dans laqueJle R represente un groupement alkyle, alcenyle, alcynyle, aryle ou 
aralkyle, lin6aire, ramifte, ou cyclique comprenant de 1 a 50, preferentiellement de 1 a 
8 atomes de carbone. Le groupement N-alpha acyle pref&re est le groupement acetyle. 

10 De tels substituants amine-terminaux peuvent augmenter 1'activite du peptide en 
ralentissant ou en empechant la degradation enzymatique des peptides in vivo. 

D'autres derives chimiques des peptides selon l'invention incluent les 
derives substitues sur la fonction acide C-terminale par un groupement choisi parmi - 
NH 2 , les alkyloxy, alkylthio ou alkylamino de la forme -OR, -SR or -NHR, dans 

15 lesquels R peut representer une chaine alkyle, alcenyle, alcynyle, aryle ou un 

groupement aralkyle, lineaire, ramifie ou cyclique comprenant de I a 50, ^ 
preferentiellement de 8 a 50 atomes de carbone. 

Une autre sorte de derive chimique des peptides selon l'invention ^ 

".*»» 

inclut les derives porteurs d'un substituant pharmacophore, tel qu'un groupement , 

20 fluorescent, un groupement photoactivable, un groupement radiomarquS ou tout autre - 
groupement permettant la detection par spectroscopic et devaluation quantitative du 
peptide selon l'invention dans un echantillon biologique sans degradation de 
Techantillon biologique. 

Preferentiellement, selon l'invention, les acides amines dont sont 

25 constitues les peptides sont des enantiomeres L. Toutefois, un ou plusieurs acides 
amines de la sequence peptidique peut etre remplac6 par son 6nantiomere D. 

Au titre des analogues chimiques, dans les peptides selon l'invention, 
une ou plusieurs liaisons amides peptidiques (-CO-NH-) peuvent etre remplacees par 
une liaison isostere telle que : -CH 2 NH-, CH 2 S-, -CH 2 CH 2 -, -CH=CH- (cis et trans), - 

30 COCH 2 -, -CH(OH)CH 2 - et -CH 2 SO-. Cette substitution peut etre faite par des 
methodes bien connues de 1'homme du metier (on peut se reporter par exemple a : 
SPATOLA, Vega Data, Vol.1, issue 3 (1983); SPATOLA, Chemistry and 
Biochemistry of Amino Acids Peptides and Proteins, Weinstein, ed., Marcel Dekker, 
New York, p.267 (1983). MORLEYJ.-S., Trends Pharm. Sci., 463-468 (1980); 

35 HUDSON et al, Int. J. Pept. Prot. Res. 14, 177-185 (1979) ; SPATOLA et al, Life Sci., 
38, 1243-1249 (1986); Hann, J.Chem. Soc. Perkin Trans.I 307-314 (1982); 
ALMQUIST et al, J. Med. Chem., 23, 1392-1398 (1980) ; JENNINGS-WHITE et al, 
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EP-45665 ; HOLLADAY et al, Tetrahedron Lett. 24, 4401-4404 (1983) . HRUBY et 

al, Life Sci. 31, 189-199 (1982)). 

Des derives des peptides selon l'invention incluent des polymeres de 
ces peptides, plus preferentiellement des dimeres de ces peptides via par exemple un 
5 groupement thiol de cysteine ou des oligomeres par greffage de peptides sur des 
polylysines (MAP), on couplage de ces peptides a des proteines porteuses (BSA, 
KLH,Toxines, etc.), ou a des chaines lipidiques. 

Les peptides objets de la presente invention peuvent etre aisement 
obtenus par tous moyens connus de l'homme du metier, notamment par voie de 
1 0 synthese. 

L'invention a egalement pour objet des peptides comprenant une 
s6quence SEQ ID NO : 1 ou des peptides comprenant un fragment fonctionnel de ces 
peptides, un homologue, un analogue chimique de ces peptides ou un derive chimique 
de ces peptides. En effet, les acides amines terminaux, du peptide PP component, pour 

15 Tun, une fonction amine terminale libre, et pour 1 'autre, une fonction carboxyle 
terminate libre, ces deux fonctions etant chacune susceptibles d'etre engagees dans 
une liaison peptidique avec l'acide C - terminal, respectivement Famine N - terminale 
d'un autre fragment de peptide. De preference, ces peptides comportent au plus 100 
acides amines, preferentiellement au plus 80 acides amines, encore plus 

20 preferentiellement au plus 60 acides amin6s et de facon avantageuse au plus 40 acides 
amines. 

Le caractere immunogene des polypeptides ou peptides de 
l'invention peut etre verifie de differentes manieres connues de l'homme du m6tier. 
Ainsi, les polypeptides peuvent etre mis en contact avec des anticorps (ou scrum de 
25 sujets infectcs), la mise en evidence de complexes antigenes-anticorps indiquant la 
capacitd des polypeptides de l'invention de porter des 6pitopes ou des fragments 
immunogenes. 

Un autre objet de l'invention concerne des anticorps diriges 
specifiqucment contre une proteine, un polypeptide ou un peptide selon Tinvention. II 
30 s'agit preferentiellement d'anticorps anti-leptospire, liant un epitope present dans une 
proteine, un polypeptide ou un peptide selon l'invention. Les anticorps de l'invention 
sont preferentiellement specifiques des leptospircs, notamment pathogenes, bien 
qu'une liaison plus faible (ou non-specifique) puisse etre observee experimcntalement 

avec d'autres antigenes. 
35 Les anticorps selon l'invention peuvent etre des anticorps 

polyclonaux ou monoclonaux. lis sont gen6ralement produits par immunisation d'un 

animal avec un peptide, un polypeptide ou une proteine, selon l'invention et 

recuperation du serum, du lait ou de l'oeuf s'il s'agit d'oiseaux (pour obtenir les 
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anticorps polyclonaux) ou de cellules du thymus ou de la rate, pour la production 
d'hybridomes produisant des anticorps monoclonaux. 

Les anticorps selon Tinvention sont plus preferentiellement des 
anticorps reconnaissant le peptide PP de sequence SEQ ID NO : 1 telle que definie ci- 
5 avant, un fragment fonctionnel de celui-ci, un homologue, un analogue chimique ou 
un deriv6 chimique de celui-ci. 

Les anticorps de Finvention possedent avantageusement la capacite 
de reconnaitre au moins deux souches de leptospire pathog£nes appartenant k des 
serogroupes differents, plus preferentiellement au moins 3 souches pathogenes de 
10 leptospire, en particulier appartenant a des especes genomiques differentes. 

Selon un mode de realisation particulier, les anticorps selon 
Tinvention sont des anticorps polyclonaux pr6par6s par immunisation d'un animal 
avec le peptide PP. L'animal peut etre un rongeur (rat, souris, gerbille, hamster, 
cobaye...), un primate, un lapin un pore, un cheval, un bovin, un oiseau, etc. Les . 
15 anticorps polyclonaux sont g&ieralement recupdres dans le serum des animaux- £ 
immunisds ou les oeufs, selon des protocoles connus de Thomme du metier. * f 

Selon un autre mode de realisation particulier, les anticorps selon 4 
Tinvention sont des anticorps monoclonaux prepares a partir d'hybridomes obtenus 
par fusion entre une cellule immortalisee (par exemple un myelome) et une cellule ?t 
20 productrice d'anticorps prelevee chez un animal immunise avec le peptide PP telle que f - 
definie ci-avant. L'animal peut etre un rongeur (rat, souris, gerbille, hamster, 
cobaye...), un primate, un lapin, un pore, un cheval, un bovin, un oiseau, etc. '* 

Les anticorps de Tinvention, notamment les anticorps monoclonaux, 
peuvent en outre etre humanises, e'est-a-dire modifies artificiellement pour comporter 
25 des r6gions de chaines lourdes ou 16geres d'origine humaine. 

L'invention conceme egalement des fragments ou derives de tels 
anticorps, par exemple des fragments Fab, F(ab')2, des ScFv (anticorps simple- 
chaine), etc. 

Comme il sera ddveloppe dans la suite du texte, les anticorps de 
30 Tinvention peuvent etre utilises par exemple pour la d6tection de souches pathogenes 
de leptospires ou de produits secretes par ces memes leptospires dans des echantillons 
tests (notamment des pr61evements de sang, de lait, de liquide cephalorachidien ou 
d'urine), ou pour induire une protection (d'urgence) contre des infections par 
leptospire. 

35 Un autre objet de Tinvention r6side dans tout acide nuclei que codant 

un polypeptide, peptide ou une protdine tels que d6fmis ci-avant. Les acides 
nucldiques peuvent etre des ADN ou des ARN, notamment des ADN recombinants, 
genomiques, synthetiques ou serni-synth6tiques ou encore des ARNm, ou des 
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fragments ou derives de ceux-ci. Les acides nucleiques peuvent etre obtenus a partir de 
banques, clones a partir de bactdries leptospires (notamment par PCR), produits par 
synthese artificielle en utilisant des synth6tiseurs d'acides nucleiques, ou encore 
pr6pares en utilisant des combinaisons de ces methodes (digestions enzymatiques, 
ligatures, clonage, modifications, etc.). Les acides nucleiques peuvent en outre etre 
modifies pour am&iorer l'usage des codons, eliminer des promoteurs cryptiques, 

reduire des structures secondaires, etc. 

L' invention conceme egalement des vecteurs comprenant un acide 
nucleique tel que defini ci-avant. II peut s'agir d'un vecteur de type plasmide, 
cosmide, episome, chromosome artificiel, phage, virus, etc. II s'agit plus 
preferentiellement d'un plasmide, par exemple d'un plasmide replicatif ou integratif 
chez les bact6ries ou cellules eucaryotes (levures, cellules de mammiferes, d'oiseaux, 
d'insectes, etc.) ou d'un virus recombinant, notamment defectif (tel qu' un poxvirus, 
un adenovirus, un retrovirus, un baculovirus, un herpesvirus , etc.). 
15 L es vecteurs plasmidiques peuvent etre prepares par les techniques 

conventionnelles en utilisant des plasmides disponibles dans le commerce, tels que 

pUC, pBR, pCN, etc. 

L'invention concerne aussi toute cellule recombinante comprenant un 
acide nucleique ou un vecteur tels que definis ci-avant. La cellule recombinante peut 

20 etre une bact6rie (par exemple une souche de E.coli), ou une cellule eucaryote, 
notamment une levure, une cellule de mammifere, d'oiseau, ou d'insecte, etc. Les 
cellules recombinantes peuvent etre utilisees notamment pour la production des 
polypeptides de l'invention, ainsi que comme modeles pour la recherche de composes 
susceptibles de neutraliser ou d'antagoniser l'activite du peptide PP. 

25 L'invention concerne en outre tout organisme transgenique non 

humain, en particulier, tout mammifere non humain, tout oiseau, ou tout organisme 
vegetal comprenant un acide nucldique tel que defini ci-avant dans ses cellules. 
Avantageusement, ces organismes transg6niques sont obtenus par recombinaison 
homologuc. De tels mammiferes (rongeurs, canins, lapins, chevre, pore, etc.) et 

30 vegetaux sont notamment utilisables pour la production des polypeptides de 
l'invention et pour l'identification de composes a visee therapeutique ou vaccinale, par 
exemple. 

Un autre objet de la presente invention reside dans des sondes et/ou 
amorces nucleotidiques, utilisables pour la detection et/ou 1' amplification d'acides 
35 nucleiques de leptospires, et notamment pour la detection de la presence d'une souche 
pathogene de leptospire ou de produit s6cr6te par eclui-ci dans un echantilion test 
(notamment un produit biologique ou contamine par un produit biologiquc). 
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Les sondes nucleotidiques selon l'invention comprennent 
avantageusement un acide nucteique tel que defini ci-avant. Elles sont 
preferentiellement simple-brin, et peuvent etre marquees, par exemple par marquage 
radioactif, enzymatique, fluorescent, chimique, etc. Une sonde selon Pinvention 
5 comprend preferentiellement une sdquence complementaire de tout ou partie de la 
sequence nucl6otidique SEQ ID NO : 1 ou de Tun des peptides selon 1'inyention tels 
que dSfinis ci-dessus. Les sondes de Finvention peuvent etre utilis6es pour detecter la 
presence d'une souche pathogene de leptospire ou de produit secr6te par celui-ci dans 
tout echantillon, notarnment un echantillon biologique. En effet, elles sont 

1 0 preferentiellement (i) specifiques des souches pathog&nes de leptospire et (ii) reactives 
avec des s6rovars differents et des esp&ces genomiques differentes de leptospires 
pathog&ies. Une sonde preferee selon ] 'invention comprend la sequence complete de 
la sequence nucleotidique codant PP, ou un fragment de celle-ci. 

Les amorces nucleotidiques selon Pinvention sont des % 

15 oligonucleotides, d'une taille general ement inferieure a 40 bases, comprenant la 5 
sequence d'un acide nucleique tel que d6fini ci-avant. Les amorces sont utilisables ?£> 
pour V amplification d'acides nucl6iques de Leptospires, notarnment pour k 
^amplification de la sequence codant PP ou d'une partie de celui-ci, par exemple par r> 
reaction PCR. . 4 

20 L'invention concerne plus parti culierement tout couple d'amorces . ^ 

permettant V amplification d'une region de la sequence codant PP tel que defini ci- < 
avant. Preferentiellement, la region amplifi6e comporte au moins 50 pb. 

Les sondes, amorces ou oligonucleotides de l'invention sont 
preferentiellement complementaires d'une region au moins de la sequence codant PP. 

25 La compl6mentarit6 est g<5n6ralement parfaite, de mani&re a assurer une meilleurc 
selectivite ^hybridation. Toutefois, certains mdsappariements peuvent etre toleres. Ces 
sondes ou oligonucleotides peuvent etre synthetises par toute technique connue de 
rhomme du metier, par exemple par clivage a partir des acides nucleiques decrits ci- 
avant, ou par synthese artificielle, ou en combinant ces techniques. Les sondes et 

30 amorces sont particuli&rement utiles pour la detection de la presence de souches 
pathogfenes de leptospires, et/ou le diagnostic de leptospiroses, comme il sera detaille 
ci-apr&s. 

Diverses equipes travaillent sur Amelioration des antigenes de 
diagnostic indirect de la leptospirose, le but etant d ! aboutir a des methodes 
35 operationnelles, facilement utilisables en particulier dans les pays non industrialises, 
victimes majeures de ces pathologies. Les produits actuellement proposes sur le 
marchd sont des extraits complexes de cultures de leptospires. Cette complexite 
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reproduit celle des souches vivantes utilisees dans le MAT et n'apporte done pas 
d'amelioration sensible en terme de reproductibilite et de practicabilite. 

La mise en 6vidence d f anticorps diriges contre un antigene specifique 
des souches pathog£nes est done particuliferement avantageuse. La presente invention 
5 peut ainsi etre utilisee sur le plan diagnostique, vaccinal, therapeutique et/ou 
experimental. 

Sur le plan du diagnostic indirect, compte tenu de sa presence dans 
ou de sa secretion par les souches pathogenes, le peptide PP de l'invention peut etre 
utilise comme motif an tigenique capable de rnettre en evidence des anticorps produits 

10 lors d'une infection par une souche pathogeny quel que soit son serogroupe 
d'appartenance. Ceci permet done que le diagnostic experimental de la leptospirose 
puisse etre assure par de nombreux laboratoires disposant d'un dquipement ordinaire 
(exemple ELISA ou dot) alors que le MAT exige en entretien de cultures vivantes et 
que sa standardisation, de cc fait, est tres difficile. 

15 Un objet particulier de l'invention r6side done dans l'utilisation d'un 

polypeptide, peptide ou d'une proteine tels que definis ci-avant pour detecter in vitro 
la presence d'anticorps anti-leptospire dans un Echantillon biologique test (notamment 
un Echantillon biologique tel que sang, serum, lait, urine, tissu, etc. ou non biologique 
tel que eau, etc.). Un autre objet de l'invention r6side dans une methode in vitro de 

20 d6tection de la presence d'anticorps anti-leptospire dans un echantillon test, cette 
m6thode comprenant la mise en contact de cet echantillon (ou une dilution) avec un 
polypeptide, peptide ou une proteine tels que defmis ci-avant, et la mise en Evidence 
de la formation de complexes antigene-anticorps. 

Sur le plan du diagnostic direct, les anticorps (ou fragments ou 

25 ddrives d'anticorps) selon Tinvention, notamment les anticorps monoclonaux de 
Tinvention, permettent la mise en evidence directe de Tagent pathogene ou de produits 
s6cret6s presents dans un dchantillon test (tel qu'un prelfevement biologique ou un 
autre type d'cchantillon tel que de Peau). La mise en Evidence peut etre realisee par 
toute methode immunologique connue de Thomme du metier, telle que par ELISA 

30 capture, RIA, essais directs ou sandwich, etc., ou par revelation immunologique de ce 
peptide dans les prelevements pathologiques ou non. 

Un autre objet de l'invention reside done dans Tutilisation d'un 
anticorps (ou fragment ou derives d'anticorps) selon l'invention, notamment d'un ou 
plusieurs anticorps monoclonaux de Tinvention, pour la detection de la presence d'une 

35 souche pathogene de leptospire ou de ses produits secretes dans un echantillon, 
notamment biologique, Un autre objet de l'invention reside dans une methode de 
detection de la presence d'une souche pathogene de leptospire ou de ses produits 
secretes dans un echantillon, comprenant la mise en contact de cet echantillon (ou une 
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dilution, ou une concentration) avec un anticorps (ou fragment ou d6riv6s d'anticorps) 
selon r invention, et la mise en evidence de la formation de complexes antigene- 
anti corps. 

Pour ces utilisations, les polypeptides, peptides, proteines et 
5 anticorps peuvent etre utilises sous forme soluble, ou immobilises sur des supports 
solides ou semi-solides, de type filtre, silice, verre, plaque, bille, etc. L'utilisation sous 
forme immobilisee permet avantageusement de simplifier la detection ou le diagnostic 
experimental de la leptospirose. Ces composes peuvent en outre etre marques, par 
exemple au moyen de marqueurs fluorescents, enzymatiques, biologiques ou 

10 radioactifs. Comme indique ci-avant, la revelation de complexes antig&ne-anticorps 
peut egalement etre realisee au moyen d'un anticorps supplemental marque, ou selon 
les techniques immunologiques connues (ELISA, RIA, sandwich, capture, etc.). 

Une autre methode de detection (ou depistage) selon I'invention • 
r6side dans la mise en contact d'un 6chantillon test avec une sonde nucleotidique de v 

15 Tinvention, et la mise en evidence d'une hybridation entre ladite sonde et ledit 
echantillon. Plus preferentiellement, Pechantillon test est traite prealablement de.'* 
maniere a rendre les acides nuclei ques qu'il contient accessibles a une reaction 
d'hybridation. Le traitement peut consister a casser les membranes cellulaires, par*.£ 
exemple par traitement chimique (detergent) et/ou mecanique (ultra son, congelation- . % 

20 d6congelation, etc.). A ce traitement, peuvent s'ajouter des methodes de concentration 7: 
(filtration, centrifugation, etc.) des prelevements, notamment non biologiques tels que 
des echantillons d'eau. Dans un mode particulier de mise en ceuvre, rechantillon,;.- 
notamment biologique, ainsi traite est soumis a une reaction d'amplification, au 
moyen d'amorces de Tinvention, prealablement a la reaction d'hybridation avec la 

25 sonde. L'amplification peut 6tre realisee dans des. conditions conventionnelles. 
L'hybridation peut etre r6alisee sur des supports, sur lesquels la sonde est immobilis6e 
(filtres, verre, silice, etc.). Les conditions de stringence de Thybridation peuvent etre 
ajustees par Phomme du mdtier, en adaptant la temperature et/ou la salinite des 
milieux. 

30 Linvention concerne en outre un kit pour la mise en oeuvre des 

procedes de Tinvention, comprenant une sonde ou un oligonucleotide ou un couple 
d'amorces tels que decrits ci-avant. Les kits de Tinvention comprennent 
avantageusement les rdactifs appropries a une reaction d'amplification et/ou 
d'hybridation, et, 6ventuellement, un support pour de telles reactions (filtres, 

35 membranes, chips, etc.). 

La pr£sente invention est dgalement utilisable sur le plan 
therapeutique et preventif. En cffet, bien que le mode d'action pathogcnique du peptide 
PP ne soit pas encore d6fini, la pr6sente demande montre qu ! il est capable d'induire 
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une protection, ^administration des anticorps dirigcs contre ce peptide, qu'ils soient 
d'origine poly ou monoclonale permct de neutraliser l ! impact pathogenique des 
leptospires chez l'individu en cours devolution et done d'am61iorer le pronostic de 
cette maladie. De meme, V administration d'un polypeptide, peptide ou d'une proteine 
de l'invention, eventuellement sous forme inactivee, ou d'un acide nucleique ou 
vecteur correspondant, permet d'induire une r6ponse immune protectrice contre ces 

agents infectieux ou leurs effets. 

L'efficacite des peptides de l'invention dans la detection precoce des 
leptospires pathogenes et induction d'une protection immunitaire contre ces memes 
leptospires est particulierement remarquable, en particulier, du fait que la proteine PPL 
dont ils sont issus ne permet pas d'obtenir une immunisation de fa?on directe, sans 
passer par l'expression dans un ad6novirus, et quelle ne permet pas non plus de 
detecter de fa9on precoce et specifique la presence de souches de leptospires 
pathogfenes dans un organisme humain ou animal. 

En outre, il est bien connu de l'homme du metier que les peptides 

sont en regie generate faiblement immunogenes. 

Dans des exemples qui sont destines a illustrer l'invention, les 
proprietes remarquables suivantes du peptide PP sont illustrees : 

Le peptide constitue de cette sequence ID N°l est reconnu en ELISA 
par plusieurs anticorps monoclonaux contre la proteine PPL et en particulier 4D4H4E5 
et 6E5A2F2 (Demande Internationale W096/36355, Exemple 2). 

On a egalement montre que le peptide PP, qu'il soit couple ou non a 
une proteine porteuse, est trcs immunogfene sur le modele souris, lapin (Exemple 3) et 

gerbille (Exemple 7). 

Dans un troisteme temps, la rdponsc anticorps dirigee contre le 

peptide PP a ete analys6e sur les serums de gerbilles immunisees par Tadenovirus- 

PPL. Une correlation peut etre observee entre la reponse immunitaire dirigee contre le 

peptide PP et la protection des animaux suite a Timmunisation par PPL via 

TadSnovirus ce qui conforte Thypothese d'un effet protecteur associe a la sequence de 

ce peptide (Exemple 6). 

Dans un quatrieme temps, le peptide PP a ete couple a la proteine 
porteuse KLH et une protection efficacc contre une cprcuve virulente a ete observee 
sur la gerbille immunisee par PP-KLH (Exemple 7). Le peptide PP presente au moins 
un epitope protecteur dans sa sequence. Le peptide seul a permis d'induire une 
protection significative contre une epreuve virulente (exemple 7). 

Dans un cinquieme temps, Tefficacite discriminate du peptide PP 
comme antigene de diagnostic pour la leptospirose a ete evaluee sur plusieurs especes 
(homme, chien, bovin, cheval). Quelle que soit l'cspccc considdrec, le peptide PP se 
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revele etre un antigene capable de mettre en Evidence une reponse immunitaire 
sp6cifique d'une infection par les leptospires pathogenes, et en particulier en phase 
precoce (Exemple 4). 

Ces resultats demontrent que si les antigenes lipopolyosidiques sont 
5 bien le support d'une protection efficace vis-i-vis d'une infection homologue, point de 
ddpart de la constitution des preparations vaccinales employees actuellement tant chez 
Phomme que chez l'animal, le peptide PP, employe seul, est capable d'induire une 
protection croisee entire serogroupes differents de l'espece Leptospira interrogans ss 
(Icterohaemorrhagiae, Canicola, Autumnalis). La protection heterologue est egalement 
10 induite entre especes genomiques differentes de Tancienne espece Leptospira 
interrogans si (id L. borgpetersenii et interrogans ss) y alors qu r il est absent de 
1'ancienne espece saprophyte Leptospira biflexa sL 

La presente invention concerne done ^utilisation du peptide PP, de 
ses fragments de synthase ou naturels, de ses d6riv6s chimiques quels qu ! ils soient, de >- 
15 ses homologues, de ses analogues chimiques, utilis6s seuls ou associes a d'autres \ 
proteines ou fractions lipopolyosidiques derivees de leptospires, ou a des adjuvants de -r* 
Timmunite quelle que soit leur nature, pour la preparation d'une composition vaccinale t : . 
a usage veterinaire ou humain, notamment pour la preparation d'une composition 
destinee a induire une reponse immune protectrice contre des especes et des serovars 4 
20 differents de leptospires pathogenes. > 

L'invention a egalement pour objet une composition i : 
pharmaceutique, notamment un vaccin, comprenant un polypeptide ou un acide j 
nucldique tels que definis ci-avant 

L'invention a encore pour objet une composition comprenant un ou 
25 plusieurs anticorps tels que ddcrits ci-avant, notamment pour induire une protection. 

Les compositions immunogenes, vaccins ou anticorps de T invention 
peuvent etre utilises sous forme injectable ou per os ou transcutande, par exemple en 
association avec des vehicules acceptables sur le plan, pharmaceutique ou veterinaire, 
ou avec des adjuvants. Les quantites d'immunog&nes administrees, et la frequence ou 
30 le nombre des administrations peuvent Stre adaptes par Fhomme du metier en fonction 
du sujet, du stade devolution de l'injection, etc. Typiquement, une ou deux injections, 
a 2 semaines d'intervalle, sont realisees, avec des quantites adaptes a Tespece par 
exemple 30 jxg de peptide couple k la proteine porteuse selon l'invention. Des 
injections supplementaires peuvent etre envisagees, ou des quantites superieures 
35 peuvent etre administrSes, notamment dans le cas d'administrations orales. 

Les compositions immunogenes ou des vaccins de l'invention 
pr6scntent notamment les avantages suivants : 
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Efficacite : Induction d'une protection croisee evitant l'accumulation 
de preparations antigeniques differentes d'efficacitd particlle afin de prevenir 
I'infection par les differentes souches infectantes presentes dans un pays donne pour 
une espece donnee. 

5 Innocuite : L'utilisation d'un peptide de I'invention (couple ou non a 

une proteine porteuse, ou des polypeptides, anticorps et acides nucleiques) evite 
d'introduire chez l'individu vaccine de nombreux antigenes non necessaires a la 
protection, done pour le moins inutiles, voire dangereux lors d'utilisations rep6t6es. On 
pense ainsi que l'uveite recidivate du cheval (pouvant aboutir a la cecite de l'animal) 
10 est induite par une reponse immunitaire post infectieuse due a des prolines de 
leptospires ayantune composition proche de certaines proteines structural es de l'ceil du 
cheval. Par ailleurs, il semble que chez l'Homme les vaccinations repetees sont de 
moins en moins bien tolerees au cours du temps. De plus, aucune donn6e de 
pharmacovigilance a long terme n'est disponible. 
1 5 L es compositions d' anticorps (polyclonaux, monoclonaux humanisms 

ou non) peuvent avantageusement 6vitcr en urgence et passivement une evolution 
grave et/ou letale d'une leptospirose declaree chez l'homme ou l'animal. 

Compatibility avec les mesures de prophylaxie sanitaire : 
actuellement, il est impossible de differencier les anticorps post-vaccinaux des 
20 anticorps post-infectieux, la production d'anticorps agglutinants etant obtenue dans les 
deux cas. Cc vaccin employd dans les grandes especes de production (il n'en existe pas 
actuellement en France et ceux existant a l'etranger ont une efficacitd difficile a 
demontrer) permettrait de mettre en oeuvre une prophylaxie medicale permettant 
malgre tout lc depistage de I'infection sauvage et done les qualifications de cheptels 
25 indemnes, qualifications valorisantes a Importation. 

Limitation de l'usage des antibiotiques en elevage : l'absencc de 
possibility d'6radication des leptospires (entretenus dans renvironnement par de 
nombreuses especes d'animaux reservoirs de la faune sauvage) oblige actuellement a 
mettre en ocuvre un traitement antibiotique elargi a l'ensemble du troupeau quand des 
30 troubles cliniques ou des pertes economiques' sont reconnus lies a I'infection 
leptospirosiquc. Ceci contribue done a l'utilisation intensive des antibiotiques en 
elevage, usage discute en terme de retombees pour la sante publique. 

La production industrielle d'un tel vaccin devrait enfm etrc simplifiee 
par rapport aux vaccins de Part antericur puisqu'il n'est pas necessairc de modifier la 
35 composition antigdnique de la preparation vaccinale en fonction de l'espece, ni des 
conditions epidemiologiques sp6cifiques des zones g6ographiques ou clle serait 
appliquee. 
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L'invention concerne aussi les polypeptides, proteines et peptides 
tels que definis ci-avant, sous forme attenuee, c'est-a-dire conservant les propriet6s 
immunog&nes et essentiellement depourvus d'autre activite biologique. 

L'invention concerne egalement l'utilisation des acides nuc!6iques 
5 ou vecteurs tels que decrits ci-avant pour la production in vitro ou ex vivo des 
polypeptides, proteines et peptides de l'invention, quelles que soient les methodes de 
recornbinaison genetique employees : animaux transgeniques, bacteries, cellules 
eucaryotes, vegetales, plasmides, virus, extraction de milieux de culture acellulaire etc. 
Les techniques de production de prolines recombinantes sont bien connues de 
10 rhomme du metier, et peuvent etre appliquees & la presente invention (promoteurs 
forts, inductibles, signaux de terminaison, techniques de transfection, etc.). 

Description des outils : identification d'un peptide (PP) a des fms 
d'utilisation comme vaccin, diagnostic et therapeutique 
15 La presente invention sera decrite en detail a Taide des exemples qui 

suivent, qui doivent etre consideres comme illustratifs et non limitatifs . % \ 

Legende des figures % 
Figure 1 : Reponse anticorps IgGi de 5 souris immunisees par le -Jt 
peptide PP couple a la proteine porteuse KLH pour Tessai 1 et 2 exprimee en densite & 
20 optique corrigee en fonction de la dilution. 4 

Figure 2 : Reponse anticorps IgG2A 5 souris immunisees par le « : 

■ 

peptide PP coupl6 a la proteine porteuse KLH pour Pessai 1 et 2 exprimee en densite ■< 
optique corrigee en fonction de la dilution. 

Figure 3 : R6ponse anticorps IgG de lapin immunise par le peptide 
25 PP exprimee en densite optique corrigee en fonction de la dilution. 

Figure 4 .: Comparaison de la Reponse anticorps IgM et IgG de 
s&rums provenant de malades humains non atteints dc leptospirose (confirmee par le 
MAT) mais atteints de la maladie de Lyme pour deux d'entre eux (s6rum 151358 et 
153272) contre le peptide PP et contre la proteine recombinante PPL exprimee en 
30 densit6 optique (DO). 

Figure 5 : Reponse anticorps IgM et IgG de 5 serums provenant de 
malades humains atteints de leptospirose confirmee ou non par le MAT contre le 
peptide PP exprimee en densite optique (DO). 

Figure 6 : R6ponse compare PP et PPL, soit IgM, soit IgG, pour des 
35 s6rums provenant de 4 chiens SPF dont trois sont vaccines contre la leptospirose (CN 
V) exprimde en densite optique (DO). 

Figure 7 : R6ponse anticorps IgM et IgG de 7 serums provenant de 
chiens, suspects cliniques (leptospirose confirmee par le MAT) comparee a celle de 3 
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chicns sains SPF vaccines (3039, 3051, 3058) contre 1c peptide PP exprimee cn 
densite oplique (DO); les N° 210749 et 210750 proviennent d'un meme animal 
prclcvc a 4 jours d'inlervalle (CN = chien). 

Figure 8 : Reponse anticorps IgG de 4 serums bovins issus de 
chcplcls suspectes attcints de leptospirose contre le peptide PP exprimee en densite 
oplique. 

Figure 9 : Reponse anticorps IgG de 6 serums equins contre le 
peptide PP exprimee en densite optique. 

Figure 10 : Cinetique de la reponse anticorps contre le peptide PP 
exprinjec en densite optique corrigee des gerbilles immunisees via P adenovirus. 

Figure 1 1 : Cinetique de la reponse anticorps IgG contre le peptide 
PP exprimee en densite optique corrigee en fonction de la dilution (A) ou du temps (B) 
de gerbilles immunisees par )e peptide PP couple k la proteine porteuse KLH. 

Figu re 12 : Courbe de survie de gerbilles immunisees par le peptide 
PP couple a la proteine porteuse KLH et soumises a une epreuve virulente (EV) de 
Icplospires dc Leptospira interrogans si serovar canicola. 

Figure 13 : Courbe de survie de gerbilles immunisees par PP-KLH 
ou PP et soumises a une EV de leptospires de Leptospira interrogans si serovar 
canicola. 

Lcgcnde des tableaux 

Tableau 1 : Titre MAT et El A de 5 serums provenant de malades 
humains attcints ou non de leptospirose. 

Tableau 2 : Tableau de survie dc gerbilles immunisees par la 
proteine recombinant PPL avec P adjuvant dc Freund apres epreuve virulente 
canicola. 

Tableau 3 : Tableau dc survie de gerbilles immunisees par la 
proteine recombinantc PPL adjuvee par Phydroxyde d'aluminc et 1c QS 21 apres 
epreuve virulente canicola. 

Tableau 4 : Tableau de mortalitc de gerbilles immunisees par le 
peptide PP couple a la proteine porteuse KLH apres 6preuve virulente de leptospires 
dc Leptospira interrogans si canicola. 

Tableau 5 : Tableau de mortalitc de gerbilles immunisees par le 
peplide PP couple ou non a la proteine porteuse KLH apres epreuve virulente canicola 
|0 : . 

Tableau o : Analyse slatistiquc des cssais vaccinations par le peptide 
PP couple ou non scion le test dc Logrank. 

Legcndcs des seouences 

Scq IDN° 1 : sequence peptidique PP 
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Exemple 1 : Synthese du peptide PP 

Le peptide PP represents dans la s6quence SEQ ID N°l, est un 
peptide de 25 acides amines qui correspond au fragment aal53-aal77 de la proteine 
PPL de Leptospira interrogans si. 
5 Le peptide ID N°l de 25 acides amines a ete synthetise par 

Neosystem. 

Le peptide brut est purifie par HPLC. 

L'homogeneite du peptide purifie est verifiee en HPLC et la 
structure theorique est con firm 6e par mesure de la masse de ce peptide en 
10 spectrom6trie de masse de type ES : MS, par rapport a celle calculee a partir de la 
sequence theorique en acides amines de ce peptide. 

Exemple 2 : identification du peptide PP contre des anticorps 

monoclonaux 

Le peptide ID N°l a ete utilise en ELISA. II a et6 utilisd comme . 
15 antigene d'adsorption (protocole diagnostic) avec comme anticorps primaires, 

differents anticorps monoclonaux diriges contre la prot6ine PPL, en particulier deux *?•" 
anticoips monoclonaux 6E5A2F2 et 4D4H4E5 et des sdrums de gerbilles eprouvees 

i 

par un challenge Leptospira interrogans ss serovar canicola. Les deux anticorps ; T 
monoclonaux ont reconnu ce peptide ce qui demontre qu'il possede un ou des epitopes 
20 immunogenes de la proteine PPL. Par ailleurs, les serums polyclonaux de gerbilles ont ' 

i 

permis de mettre en evidence la presence d'anticorps diriges contre ce peptide dans 
une phase precoce apres infection par des leptospires pathogenes chez la gerbille. 

Exemple 3 : Immunogdnicite du peptide PP 

3-1 Immunogenicit6 du peptide PP couple a la prot6ine norteuse 

25 KLH 

Couplage chimique pour obtenir PP-KLH 

Dans cet exemple, le peptide utilise con*espond au peptide PP (SEQ 
ID NO : 1) auquel est ajoute un cysteine en position N-terminal. Le reactif 
h6t6robifonctionnel, sulfo-m-Maleimidobenzoyl-N-hydrosuccimide ester (sulfo-MBS, 

30 Pierce) utilise permet unc activation des fonctions amine libres de la proteine porteuse 
KLH (keyhole-limpet-haemocyanin, Pierce), puis un couplage du peptide via la 
reaction du groupement sulfhydryl de la cyst6ine ajoutee a Textremite N-terminale du 
peptide avec la partie maleimide du r6actif sulfo-MBS. 

Brievement la proteine porteuse KLH solubilisee dans de I'eau & une 

35 concentration de 10 mg/ml est activSe a I'aide du r6actif sulfo-MBS dilu6 dans du 
tampon de couplage (Phosphate sodique 83 mM, pH = 7,2, NaCl 0,9 mM, EDTA 0, 1 
M) a une concentration finale de 2 mg/ml. Celui-ci est ajoute k raison de 1 mg de 
r6actif pour 10 mg de KLH, puis Tensemble est place sous agitation pendant 1 h a 
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1'obscurite a une temperature de 15 a 25°C. La proteine KLH est dessalee sur colonne 
NAP5 equilibree par le tampon de couplage. L'elution de la proteine est realisee a 
1'aide de ce tampon. Les fractions contenant la proteine KLH activte sont rassemblees. 
Pour le couplage, 8.5 mg de peptide (dans le tampon prtctdcnt a une concentration de 
2 mg/ml) sont ajoutcs a 10 mg de KLH (concentration de l'ordre de 5 mg/ml) dans un 
volume final de 6 ml. L' ensemble est place sous agitation pendant 2 heures a une 
temperature de 15 a 25°C et a Tobscurite. Le conjugue est ensuite dialyse contre un 
tampon PBS (Phosphate sodique 20 mM pH = 7,4, NaCl 130 mM) : 3 dialyses 
successives de 2 fois 1 heure puis une nuit a 4°C avant dosage proteique. La 
preparation est ensuite repartie, a raison de 100 pg par tube eppendorf et congelee a - 
80°C. 

Reponse anticorps contre le peptide PP chez la souris 
Un protocole d'immunisation a ete mis en ceuvre pour evalucr la 
reponse immunitaire contre le peptide PP couplt a la KLH. 

Un lot de 5 souris a etc constitue. Deux injections ont ett 
administrees a deux semaines d'intervalle par voie sous cutanee. La 1 injection est 
constitute de 10 pg de peptide PP couple a la KLH avec 1 'adjuvant complet de Freund 
sous un volume de 200 pi (v/v). La 2 nde injection est constitute de 10 pg de peptide PP 
couple a la KLH avec l'adjuvant incomplet de Freund sous un volume de 200 pi (v/v). 

Cet essai a ete realist deux fois. 

En parallele, un lot de 5 souris ne recevant rien est utilise comme 

temoin. 

Une prise de sang a ete realisee deux semaines aprts la seconde 

injection pour contrdle serologique. 

Les anticorps anti-PP produits chez les souris sont doses par une 
technique ELISA soit sur des prelevements serologiques individuels soit sur des pools 
de plusieurs strums. L'adsorption de l'antigene PP s'effectue dans les plaques 
Immulon 4 (Dynatech) a raison de 500 ng de PP par puits dilut dans du tampon 
carbonate de sodium 10 mM, pH = 9,4. 

Apres une nuit a 4°C. les plaques sont lavtes par du PBS contenant 
0,2 % tween 2 o puis saturees par unc solution dc BSA a 1 % dans du TNE (Tris 50 mM, 
NaCl 150 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) pendant 60 min a 37°C. Apres 3 lavages avec 
PBS tween, cent pi de scrum dilues dans du TNE contenant 0.1% de BSA sont 
dtposts dans chaque cupule et incubes 60 min a 37°C. Apres 5 lavages, les 
antiglobulines IgGl ou lgG 2 A de souris couplees a la peroxydase dilutes au 1/5000 
dans la tampon TNE-0.1% BSA sont ajouttes a raison de 100 pi par puits et plactes 
60 min a 37°C. Apres 5 lavages, la rtvtlation est rtaliste par adjonction de 100 pi par 
puits d'un tampon [citrate/ABTS] contenant H 2 0 2 - Apres 10 min a unc temptrature dc 
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15-25°C; la reaction est arretee par ajout d'une solution H 2 0/DMF (v/v) contenant 5 % 
de SDS a raison de 100 \i\ par cupule. La reaction coloree est lue au 
spectrophotometre a 405 nm. 

Les resultats de la reponse anticorps IgGi anti-PP exprimee en DO 
5 corrigee des essais d' immunisation 1 et 2 par le peptide PP couple a la KLH sont 
pr6sentes dans figure L La DO corrigee correspond k la DO de r animal immunise 
moins la DO du pools des animaux temoins. 

On constate une grande homog6neite de la reponse anticorps anti-PP 
chez les souris. Par ailleurs, cette reponse est tr&s elevee puisque les serums dilues au 
10 1/8000 et au 1/16000 donnent une DO corrigee entre 0,8 et 1,2 (optimum de lecture). 

Des resultats similaires ont ete obtenus pour Fessai 2. 

Les resultats de la r6ponse anticorps IgG2A anti-PP exprimee en DO 
corrigee des essais dMmmunisation 1 et 2 par le peptide PP couple k la KLH sont 
present6s dans la figure 2. 
15 On constate une certaine homogeneite de la reponse anticorps IgG2A 'f= 

anti-PP chez les souris exceptee la souris 5 dans l'essai 1. Par ailleurs cette rdponse est ;* 
elevee mais moins importante que la r6ponse IgGl anti-PP. 

Des resultats similaires ont ete obtenus pour l'essai 2, Thomogeneite % 
de la reponse anticorps etant cependant plus faible. \$ 
20 Au bilan, V immunisation de souris par le peptide PP couple a la t 

KLH induit une reponse anti-PP IgGi et IgG2A a la fois elevee et homogene. ^ 

Le peptide PP coupl6 k la proteine KLH est done tres immunogfene. 

3-2 Immunogenicite du peptide PP non couple 

Pour tester Timmunog^nicitd du peptide PP seul, une immunisation 
25 par le peptide PP sur le module lapin a 6t6 effectu6 avec adjonction k chaque injection 
de l'adjuvant incomplet de Freund. 

Plus prdcisement, deux injections de 400 jig de peptide PP avec 
l'adjuvant incomplet de Freund (v/v) ont 6te r6alis6es sous un volume total de 2 ml. 

Les deux injections ont et6 administrees a deux semaines dMntervalle 
30 par voie sous cutanee. Le serum de lapin a 6t6 recup6re deux semaines apres la 
seconde injection. Un titrage des anticorps anti-PP a ete effectue sur ce serum. 

Les anticorps anti-PP ont ete doses chez le lapin par la technique 
ELISA decritc ci-dessus avec une antiglobuline anti-lapin biotiny!6e (BioAtlantic) au 
1/3000 et comme rev61ateur de la streptavidine couplee a la peroxydase (RPN1231, 
35 Amersham pharmacia biotech). 

Les resultats de la reponse anticorps IgG anti-PP exprim6e cn DO 
conigee (DO a J28 done apres la seconde immunisation moins la DO a JO) de Tessai 
d' immunisation par le peptide PP sont pr6sent6s dans la figure 3. 
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La reponse anticorps contre le peptide PP est tres elevee puisque a 
une dilution de 102400, une r6ponse contre le peptide PP est toujours detectable. Le 
peptide PP seul est tr&s immunogene. 

Bilan 

Le peptide PP qu'il soit couple ou non a une proteine porteuse est 
capable d'induire une forte r6ponse serologique sur difffcrents modeles animaux. Done 

le peptide PP est tr&s immunogene. 

Exemple 4 : U tilisation diagnostique du peptide PP 

Pour tester Pefficacite discriminante du peptide PP comme antigene de 

- » 

diagnostic pour la leptospirose, nous avons etudie des serums issus d'humains, et 
d'animaux de differentes espfeces vaccinees on non, atteintes ou non de leptospirose 
clinique. 

Les serums ont etd selectionnes en fonction des commemoratifs 
cliniques mais aussi en fonction de leur reponse au test de reference (MAT). 

Les especes animales testees sont au nombre de 4 et representent les 
animaux de compagnie ou de production les plus touches par la leptospirose : 

n le chien 

D le bovin 

3 le cheval 

■ le pore 

Technique ELISA 

Les anticorps anti-PP ont et6 dos6s par la technique ELISA decrite ci- 
dessus avec les antiglobu lines couplees a la peroxydase choisies en fonction de Pespfece 
dont est issu le serum analyse (anti-humain, anti-chien, anti-bovin, anti-cheval ou anti-porc 
(Jackson). 

Les anticorps anti-PPL ont ete doses par la meme technique. 
Resultats 

4-1 Humains IgG et IgM (ref fig 4) 

L'etude a ete realisee sur quarante serums humains : 

- 10 de ces serums sont des cas non atteints de leptospirose mais confirmde 

lyme positif. 

- Trcnte de ces s6rums proviennent de Pinstitut Pasteur. Les tests MAT et 
EIA ont cte realises par le CNR des leptospires dc Pinstitut Pasteur de Paris. Les r6sultats, 
titre en MAT et en EIA (IgM) de cinq dc ces serums representatifs des trente sont presentes 
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dans le tableau 1 dont 4 seulement la leptospirose a ete serologiquement confirmee par 
PInstitut Pasteur. 

Dans tous les cas de figure, le temoin negatif correspond & un pool de 
serums d'individus en bonne sant6 ( avant vaccination) et controles individuellement en 
MAT. 





serums 


l 


J. 


Z 1 


OA 


01 


/\niicorps Qc ciobse igivi 


3200 


negatit 


3ZUU j 


low 


J OUU 


A/TAT" 

MA I 












x>. interrogans austrans 


100 


100 


400 


Negatif 




L. interrogans autumnans 


100 


Negatif 


50 


50 


100 


L. interrogans bataviae 


Negatif 


Negatif 


N6gatif 


100 


5fr 


L. interrogans canicola 


800 


Negatif 


400 


400 


800 


L. interrogans castellonis 


200 


Negatif 


50 


6400 


Neg|tif 


L. interrogans cynopteri 


800 


Negatif 


3200 


400 


400 


L. interrogans grippotyphosa 


Negatif 


Negatif 


Ndgatif 


50 


50 

t 


L. interrogans hardjo 


Negatif 


Negatif 


Negatif 


Negatif 


Negatif 


L. interrogans hebdomadis 


200 


Negatif 


400 


Negatif 


40b 


L. interrogans 
icterohaemorrhagiae 


3200 


50 


800 


1/400 


800 


L. interrogans panama 


N6gatif • 


Negatif 


50 


N6gatif 


N6gatif 


L. interrogans pomona 


Negatif . 


Negatif 


N6gatif 


Negatif 


50 


L. interrogans pyrogenes 


400 


Negatif 


N6gatif 


400 


N6gatif 


L. interrogans sejroe 


100 


Negatif 


200 


50 


800 


L. interrogans tarassovi 


200 


Negatif 


100 


50 


400 


Leptospirose 


Serologi- 
quement 
confirmee 


Negatif 

• 


S6rologiquement confirmee 



*limite 400 
**limite 100 



Tableau 1: Titre MAT et EI A de 5 serums provenant de malades 
humains suspect6s de leptospirose clinique 
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Analyse de la specificite des reponses anticorps IgM et IgG contre le 
peptide PP et contre la proline recombinante PPL sur des serums humain s non atteints de 
ieptospirose 

Afin d'estimer les potentielles reponses croisees entre spirochetes, dans 
un premier temps, des serologies ont ete effectives sur onze serums humains dont dix 
proviennent de cas atteints de la maladie de Lyme ; les reponses anticorps IgM et IgG ont 
ete analysees contre le peptide PP mais aussi contre la proline recombinante PPL. 

Les resultats de la reponse IgG et IgM dirigde contre le peptide PP et 
contre la proline recombinante PPL de 3 serums representatifs sont representes dans la 
figure 4 en comparaison du temoin negatif (pool de serums negatifs en MAT d'individus 
sains). 

Reponse contre la prot6ine recombinante PPL 

Compte tenu du temoin et du serum2, le serum 153 272 du cas confirme 
lyme positif presente une reponse serologique IgM significative contre la proteine 

recombinante PPL. 

Par ailleurs, une r6ponse serologique IgG importante contre la proteine 
recombinante est detectee pour le temoin mais aussi pour les serums negatifs pour la 
Ieptospirose ne pcrmettant pas un usage serologique discriminant de PPL. 

Reponse contre le peptide PP 

Ces resultats montrent que pour des cas confirmes de maladie de Lyme et 
indemnes dc Ieptospirose (serums 151358 et 153272), la reponse IgM et IgG contre le 
peptide PP est du meme ordre que celle du temoin (pool de serums). 

Analyse des reponses anticorps IgM et IgG contre le pepti de PP sur des 
serums d'humains atteint ou non dc Ieptospirose 

Dans un second temps, afin d'apprecier la sensibilite, la reponse IgG et 
IGM dirigee contre le peptide PP a 6te analysec sur trente serums humains atteints de 
Ieptospirose (provenant dc l'institut Pasteur). 

Les resultats de la rdponse IgG et IgM dirigee contre le peptide PP de 5 
s6rums representatifs (voir tableau 1) sont representes dans la figure 5 cn comparaison du 
meme temoin negatif. 

Chiens IgG et IgM 
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Chiens SPF vaccines : Analyse de la specificit6 des r6ponses anticoros 
IgM et IgG contre le peptide PP et contre la proteine recombinante PPL sur des serums dc 
chiens SPF vaccines ou non contre la leptospirose 

Dans un premier temps, des serologies ont 6t6 effectuees sur des serums 
5 de chiens SPF vaccines contre la leptospirose ou non. Le test MAT a ete realist 
parallelement dans le laboratoire. 

Les resultats de la r6ponse IgG et IgM dirig6e contre le peptide PP et 
contre la prot6ine recombinante PPL de ces s6rums sont representee dans la figure 6 en 
comparaison du t6moin njegatif (pool de serums provenant de chiens SPF non vaccines). 
10 Reponse contre la proteine recombinante PPL 

Compte tenu du t6moin (chiens SPF non vaccines), la reponse 
serologique IgM anti-PPL des chiens vaccines est significativement plus intense. 

Par ailleurs, la reponse sdrologique IgG elev6e contre la proteine 

* 

recombinante du temoin ndgatif ne perrnet pas d'estimer la reponse vaccinale specifiqu^. 

1 5 Reponse contre le peptide PP 

Les resultats de Tetude de la r6ponse anticorps IgG et IgM dirigee 
contre le peptide PP des chiens vaccines sont presentes dans la figure 6. Les serums* de 
trois chiens SPF vaccines par differents vaccins contre la leptospirose (N° de s6rum : 3039, 
3051, 3058) developpent une reponse IgM du mcme ordre que celle du t6moin n6gatif 

20 (pool de serums). La r6ponse IgG anti-PP quant a elle est plus forte que celle du t6moin 
mais reste faible puisque inf6rieure a une DO de 0,25. 

Chiens tout venants suspects de leptospirose clinique par comparaison 
aux chiens SPF : analyse des reponses anticorps IgM et IgG contre le peptide PP sur des 
serums de chiens tout venants atteints ou non de leptospirose (quMIs soient v accin6s ou 

25 non) 

L'etude a 6te realisee sur plus de quarante s&rums canins. Les reponses 
anticorps IgM et IgG dirigdes contre Tantigene PP sont presentees pour 10 chiens 
representatifs des differents cas que Ton peut observer. 

Le test MAT a 6te realise parallelement dans le laboratoire. Les resultats 
30 de ces rdponses anticorps anti-PP sur ces 10 s6rums canins sont presentds dans la figure 7 
cn comparaison d*un t£moin n6gatif. 

Les chiens suspects de leptospirose clinique non vaccin6s 
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Les resultats de V etude dc la reponse anticorps IgG et IgM dirig6e 
contre le peptide PP des chiens non vaccinas sont presentes dans la figure 7A. Le temoin 
negatif correspond au serum de chiens SPF et ne presente pas de reponse anticorps IgM et 
IgG significatives. Les serums 210749 et 210750 ont ete prelev£s sur le mcme chien & 4 
jours de difference. Le titre MAT du premier prelevement est negatif alors que la reponse 
anticorps IgM anti-PP est tres 61evee (DO>0,6) et la r6ponse IgG anti-PP debute puisqu'on 
atteint une DO de 0,3 en fin d' evolution clinique. On constate une s6roconversion par lc 
MAT (titre = 160) et parallelement, la reponse IgM anti-PP a diminue pour Iaisser place a 
une reponse IgG anti-PP tres 61evee (DO>0,9). 

Le peptide 'PP peut done s*av6rer tres utile pour les diagnostics de 
leptospirose et plus particulierement en phase precoce car une reponse anticorps IgM anti- 
PP peut etre detectee alors que le titre MAT est encore negatif. 

Le serum 210845 correspond a un chien atteint de leptospirose 
confirm6e. On peut observer une reponse anticorps IgM et IgG anti-PP elevces et de meme 
intensity. 

Les chiens vaccines 

Les resultats dc T etude de la reponse anticorps IgG et IgM dirigee 
contre le peptide PP des chiens vaccines sont presentes dans la figure 7B avec la reference 
des temoins SPF vaccines (N° de serum : 3039, 3051, 3058) 

Le serum 21 1466 correspond a un chien presentant des signes cliniques 
de leptospirose, cependant le titre MAT de ce serum est non significatif. La reponse 
anticorps IgM anti-PP est tres elevee (DO>0,7) alors que la r6ponse IgG anti-PP est non 
significative. Le chien est done bien probablement atteint de leptospirose en phase tres 
precoce. La r6ponse importante en IgM anti-PP est en faveur d'un d6but de reponse 
serologique (atteste par le titre mod6re en MAT). 

Les serums 21463 et 21457 correspondent a des chiens presentant des 
signes cliniques de leptospirose confirmee en MAT de duree devolution plus longue que 
le cas precedent. lis presentent une forte reponse en IgM et IgG dirigee contre lc peptide 
PP. 

Bilan : 

Le peptide PP se r6ve]e un antigene discriminant de Tinfection 
leptospirosique que les chiens soient vaccines ou non. L'utilisation de Tantigenc PP permet 
de detecter des cas de leptospiroses en phase precoce, Tetat vaccinal anterieur n'empechant 
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pas P interpretation diagnostique contrairernent an MAT pour lequel Pinterpr6tation de 
titres faibles est sujette a caution. 

Bovins IgG 

L'etude a ete realisee sur trente serums bovins. 
5 Les resultats des reponses anticorps anti-PP sur 4 s6rums bovins representatifs 

des trente analyses sont presents dans la figure 8 en comparaison d'un lemoin ndgatif. 

Si. tous les animaux des cheptels bovins (et autres ruminants et pores) 
sont exposes a Pinfection leptospirosique, peu d'animaux expriment cliniquement la 
maladie. Neanmoins, la cohorte est soumise au risque infectieux et tous les animaux 
10 d6veloppent une reponse immunitaire, parfois difficile k detecter en MAT, d'ou la 
necessity de diagnostic de groupe. 

Les resultats presents proviennent done d'animaux n'ayant pas 
necessairement avorte eux-memes mais provenant de cheptels dans lesquels des 
avortements H6s a la leptospirose ont ete suspect6s car non relies a des etiologies classiqifes 
15 et par ailleurs fortement suspectes de leptospirose sur les r6sultats globaux du groupe en 
MAT. 

■ 

La reponse IgG vis a vis de PP a ete etudiee sur 30 serums de bovilis 
provenant de 7 cheptels differents, par comparaison d'un serum temoin provenant d'fcin 
pool de s6rums de cheptels composes d'animaux tous negatifs en MAT. Les resultats de 
20 quatre serums repr6sentatifs sont present6s dans la figure 8. Les serums 1398, 1399 et 1401 
sont des serums positifs en MAT. Le serum 4126 provient d'un cheptel comportant des 
animaux positifs en MAT, mais est Iui-meme \negatif a ce test alors que la reponse est tres 
forte vis a vis dc PP. 

Bilan : ces resultats confirment Pinteret du peptide en lant qu'antig&ne capable 
25 de mettre en Evidence une reponse immunitaire a une infection par les leptospires. 

Chcval IgG 

■ 

Les rdsultats des rdponses anticorps anti-PP sur 6 sdrums equins sont presents 
dans la figure 9 cn comparaison d'un temoin ndgatif 
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Pour cette espece, le choix s'est portd sur une categorie particuliere 
d'animaux : les animaux atteints d'uveite. Certaines uvdites du cheval sont H6cs soit a une 
phase primaire d'invasion par les leptospires (auquel cas 1'animal est gdndralement positif 
en MAT) soit une phase clinique tardive ou recidivate provoqude par un phenomene dit 
5 d'autoimmunisation. Ce phenomene s'expliquerait par la sensibilisation a une proteine de 
leptospire proche d'une protdine de leptospire. Cette protdine aurait une MM de 55-60 kDa 
et est done diffdrente de celle de PPL, proteine porteuse de la sequence PP ddcrite ici. 

La figure 9 presente des resultats caractdristiques de 6 animaux atteints 

d'uveite : 

10 Les sdrums 421 et 1992 correspondent a une cindtique serologique du 

meme animal. Lors du premier prelevement 1'animal etait ndgatif en MAT et est devenu 
positif lors du deuxieme prelevement, attestant que cette uvdite pouvait etre interpretee 
comme un signe d'infection evolutive en cours par les leptospires. 

Les animaux 2077 et 6771 sont legerement positifs en MAT mais aussi 
15 vis a vis de PP, confortent 1' origine leptospirosique de l'uveite observee. 

En revanche Les animaux 3848 et 4507 developpent une uvdite 
(probablement une recidive) dont l'origine leptospirosique ne peut etre confirmde par le 
MAT. En revanche ces animaux ont developpe une forte reponse vis a vis de PP confortant 

Torigine leptospirosique de l'uveite. 
20 Bilan : ces resultats conftrment l'int6ret du peptide en tant qu'antigene 

capable de mettre en evidence une r6ponse immunitaire a une infection par les leptospires. 

Bilan global de l'utilisation diagnostiquc de PP.Quelle que soit 
l'espece consideree, le peptide PP se r6vele etre un antigene capable de mettre en 
dvidence une reponse immunitaire a une infection par les leptospires, et en particulier 
25 en phase precocc car une r6ponse anticorps IgM anti-PP peut etre ddtcctde alors que le 
titre MAT est encore ndgatif ou est sujet a caution dans le cas d'animaux vaccinds. 

Exemple 5 : Reponse anticorps contre lc peptide PP des gerbilles 

immunisces par PPL via l'adcnovirus 

Un protocole de vaccination/dpreuve a permis de mettre en dvidence 
30 la protection induite par une suspension du virus recombinant Ad-ppl qui exprime la 
protdine recombinante PPL (Demande Internationale W096/36355, Branger C, Sonrier 
C, Chatrenet B, Klonjkowski B, Ruvoen-Clouet N, Aubert A, Andre-Fontaine G, Eloit 
M. « Identification of the hemolysis-associated protein 1 as a cross-protective 
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immunogen of Leptospira interrogans by adenovirus-mediated vaccination ». Infect 

Immun. 2001 Nov; 69(1 1):683 1-8.). 

Les anticorps anti-PP ont et6 doses chez la gerbille par la technique 
ELISA decrite ci-dessus avec une antiglobuline anti-gerbille biotinylee (BioAtlantic) au 
5 1/3000 et comme r6velateur de la streptavidine couplee k la peroxydase (RPN1231, 
Amersham pharmacia biotech)* 

Pour chaque lot de gerbilles, les serums ont ete regroupes aux 
differentes dates de pr61evements JO (avant la premiere immunisation), J21 (avant la 
seconde immunisation), J35 (avant Pepreuve virulente) et J70 (35 jours apres P6preuve 
1 0 virulente). 

Les r6sultats de la reponse anticorps IgG contre le peptide PP 
exprimee en DO corn gee k sont presentes dans la figure 10. 

L'immunisation par la proline PPL via Padenovirus induit une 

r6ponse anticorps contre le peptide PP significative. 

15 La r6ponse anticorps anti-PP, suite a la premiere injection apparait * 

rapidement pour le groupe immunise par Padenovirus exprimant la proteine ? 

recombinante PPL. La reponse anticorps reste stable entre le 21' ,TIC jour et le 35 1 

jour : la seconde immunisation n'a pas induit d'effet rappel, le maximum de la reponse ,v 

vaccinate semble atteint de? le 21 ,6mc jour. . ^ 

20 L'epreuve canicola effectuee le 35 lcmc jour permet Papparition d'une.*, 

» «. 

reponse contre le peptide PP dans le groupe t£moin et provoque une reponse ,. 
anamnestique dans le groupe immunise par la proteine PPL via Padenovirus. 

On observe done une reponse anticorps dirigde contre le peptide PP 
suite a P immunisation par PPL via Padenovirus et cette reponse anticorps pcut avoir un 
25 r61e dans la protection observee sur ce groupe vaccina soumis k une EV canicola. 

Bilan 

La vaccination a induit une reponse anti-PP maximale pour la 
stimulation induite par la dose d'adenovirus exprimant PPL employee. La relance 
anamnestique provoquee par Pepreuve virulente suit une pente plus faible que la 
30 reponse developpee par les temoins. La proteine PPL porteuse des epitopes PP etant 
secr6tce par les leptospires pathogenies, la stimulation antigdnique induite par P6preuve 
virulente est plus faible chez les animaux proteg6s par la vaccination que chez les 
temoins, chez lesquels la souche virulente ne rencontre pas d'obstacle a sa 
multiplication. 

35 Exemple 6 : Essai dc vaccination par la prot6ine recombinante PPL 

(comparatif) : 

L'immunisation avec la proteine recombinante PPL a ete effectu6e 
sur le module gerbille afm de tester la protection susceptible d'etre apport6e par cette 
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proteine. Les adjuvants permettent d'augmenter Pimmunog6nicitc des antigencs cn 
creant g6neralement une reaction inflammatoire qui ralentit I'elimination de Fantigene 
et favorise sa capture et sa presentation aux lymphocytes. La nature de I'adjuvant va 
orienter la production de cytokines favorisant le developpement d'une reponse a 
mddiation cellulaire ou humorale. 

Trois adjuvants ont ete testes : d'une part T adjuvant de Freund dans 
Texperience 1 et d'autre part le QS 21 (saponine) avec l'hydroxyde d'aluminium dans 
F experience 2. 

Essai 1 : Adjuvant de Freund 

L' immunisation par la proteine recombinante PPL a cte effectuec sur 
le modele gerbille et suivie d'une epreuve virulente canicola k 100 UT dilute a 10 -1 (lot 

1 et2)etal0' 2 (lot3et4) 

Les r6sultats de cette experience (taux de survie) sont presentes dans 

lc tableau 2. 





Epreuve virulente 10 


*> 

Epreuve virulente 10" 


Lot 1 (PPL) 


Lot 2 temoin 


Lot 3 (PPL) 


Lot 4 t6moin 


Morts/vivants 


Morts/vivants 


Morts/vivants 


Morts/vivants 


9/07/99 


1/10 


0/15 


0/10 


0/15 


EV : Can, jO 


0/9 


0/15 


0/10 


0/15 


Jll 


4/5 


8/7 


0/10 


0/15 


J12 


4/1 


4/3 


1/9 


1/8 


J13 


1/0 


1/2 


3/6 


7/7 


J14 


0/0 


0/2 


2/4 


1/6 


J15 


0/0 


0/2 


1/3 


4/2 


J16 


0/0 


0/2 


0/3 


0/2 


J30 


0/0 


0/2 


0/3 


0/2 


V i vants/ef f ecti f * 


0/10 


2/15 


3/10 


2/15 



Tableau 2 : Tableau de survie de gerbillcs immunisees par la prot6ine 
recombinante PPL avec Padjuvant de Freund apres 6preuve virulente canicola 

Caractferes en GRAS : debut de la mortalite des gcrbilles pour 

chaque lot 

* effectif consid6r6 a partir de Pepreuve virulente JO 

Lc taux de moitalite du lot immunise par la proteine recombinante 

PPL en presence d'adjuvant de Freund quelle que soit Tepreuvc virulente consideree 

avec celui des lots temoins correspondant, sont similaires. 
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La mortalite des lots soumis a la meme epreuve virulente debute en 
meme temps : le n i4me e t le 12 i6mc jour pour respectivement les epreuves virulentes a 

100 UT diluee a 10"' et 10" 2 . 

Cet essai n'a pas permis de mettre en evidence une protection 
5 significative induite par 1 immunisation par la proteine recombinante PPL apres une 

epreuve virulente canicola. 

Essai 2 : Adjuvant hydroxyde d'alumine et QS 21 

L* essai d'immunisation par la proteine recombinante PPL a ete 

reconduite dans les memes conditions cependant la proteine a 6te adjuvee avec le QS 

10 2 1 et Thydroxyde d'alumine. 

L'Immunisation de gerbilles par la proteine recombinante PPL 
adjuvee par le QS 21 et Thydroxyde d'alumine a et6 suivie d'une 6preuve virulente 
canicola. Les resultats sont presentes dans le tableau 3. 





Lot immunise par PPL 


Lot t6moin 


Morts/vivants 


Morts/vivants 


6/04/2000 


1/15 


0/15 


EV : Can, JO 19/04/2000 


0/14 


0/15 


J8 


1/13 


2/13 


J9 


4/9 


2/11 


J10 


0/9 


2/9 


Jll 


2/7 


0/9 


J12 


0/7 


0/9 


J13 


0/7 


0/9 


J30 


0/7 


0/9 


Vivant/effectif* 


7/14 


J 9/15 



15 Tableau 3 : Tableau de survie de gerbilles immunisees par la proteine 

recombinante PPL adjuvee par Thydroxyde d'alumine et le QS 21 aprfes epreuve 
virulente canicola 

CaractSres en GRAS : d6but de la mortalite des gerbilles pour 

chaque lot 

20 * effectif considdre a partir de Tepreuve virulente JO 

Le taux de survie pour le lot immunise par la proteine recombinante 
PPL adjuv6e et le lot temoin sont similaires. La mortality des gerbilles des deux lots 
ddbute le meme jour : le 8 jour. 
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II ne nous a pas ete possible de mettre en evidence une protection 
significative apportee par la proteine recombinante PPL que ce soit en presence 
d'adjuvant de Freund ou Thydroxyde d'alumine couplee a le QS 21. 

Done, quel que soit Padjuvant utilise, aucune protection significative suite a 
5 Timmunisation par la proteine recombinante PPL n'a pu etre mise en evidence. Or, un 
protocole de vaccination/epreuve a permis de mettre en evidence la protection induite par 
une suspension du virus recombinant Ad-ppl qui exprime la proteine recombinante PPL 
(Brevet W096/36355, Branger et al, 2001). II parait done essentiel de determiner le ou les 
epitopes de la proteine PPL responsables de Teffet protecteur observ£. 
10 Dans cet objectif, Teffet protecteur du peptide PP a 6te compare avec celui obtenu avec 
PPL. 

Exemple 7 : Essai de vaccination par le peptide PP coupld ou non a la 
proteine porteusc KLH 

Le but de Timmunisation par le peptide PP sur le module gerbille est a 
15 la fois d'evaluer r antigenicity de la sequence choisie par la reponse anticorps et 
Peventuelle protection apportee par ce peptide. 

Essai 1 : Protocole de vaccination des gerbilles par le peptide PP couple 
a la proteine porteusc KLH 

Un protocole de vaccination /epreuve a ete mis en oeuvre pour evaluer la 
20 protection que peut apporter le peptide PP (seq ID N°l) couple a la protdine KLH. 

Cette construction est administree par voie sous cutanee sans adjuvant 
avec comme controle negatif du PBS (lot 2). 

Lotl : 10 gerbilles, 2 injections de 30 fig de PP-KLH sous 300 \x\ en 

sous cutanee 

25 Lot 2:10 gerbilles, 2 injections de PBS sous 300 jil 

Les deux injections sous un volume de 300 jxl ont ete administrees a 
deux scmaines d'intervalle par voie sous cutanee. Une epreuve virulente par injection par 
voie intra-peritoneale de 0,5 ml d'une culture canicola titrant 90 a 100 UT (turbidimetrie) 
diluee a 10" 2,5 a ete realisee deux semaines apres la seconde injection. 
30 - Reponse antigenique : Suivi par ELISA dc la reponse immunitairc 

des gerbilles contre 1c peptide PP 

Les anticorps anti-PP ont 6te doses chez la gerbille par une technique 
ELISA (decrite ci-dessus') avec une antiglobuline anti-gerbille biotinylee (BioAtlantic) au 



1/3000 et comme revelateur de la streptavidine couplee a la peroxydase (RPN1231, 
Amershani pharmacia biotech). . 

Pour chaque lot de gerbilles, les serums ont ete regroupes aux 
differentes dates de prelevements jO (avant la premiere immunisation), J 14 (avant la 
5 seconde immunisation), J28 (avant I'epreuve virulente). 

Les resultats de la reponse anticorps IgG contre le peptide PP exprimde 
en DO corrigee (DO des s6rums traites corrigee par la DO du serum temoin) sbnt presentes 
dans la figure 11. 

L' immunisation par le peptide PP couple a la KLH induit une reponse 
10 anticorps significative contre le peptide PP. La reponse anticorps anti T PP, suite a la 
premiere injection esttrds 6Ievee puisque les s6rums diluds au 1/6400 et au 1/12800 (figure 
1 1 , A) donnent une DO corrigee entre 0,8 et 1 ,2 (optimum de lecture). Un net effet rappel 
est provoqu6 par la seconde injection puisque la DO corrigee obtenue a j28 est superiqlire 
au double de celle obtenue a j 14 pour les trois dilutions observees (figure 1 1, B). 
15 Conclusion : 

L* antigenicity du peptide choisi est importante. > 
Protection contre EV , t 

Les resultats de cet essai en terme de taux de mortalite et courbe de 
survie sont presentes respectivement dans le tableau 4 et la figure 12. ^ 
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Tableau 4 : Tableau de mortalite de gerbilles immunisees par le peptide 
PP couple a la proteine carrier KLH apres epreuve virulentc canicola 10~ 2 * 5 . 

La mortalite du lot 2 correspondant au groupe t6moin ayant re?u du PBS 
(0/10) est tres forte puisque a j8 aucune gerbille n'est survivante a une epreuve virulente L. 
interrogans serovar canicola. Cette epreuve virulente est severe car d'une part la DL100 a 
ete atteinte en 8 jours et d'autre part la mortalite a debute precocement des le 5 Icmc jour, et 
a ete tres rapide puisque tous les temoins sont morts en 3 jours. En revanche, on constate 
que 4 des 10 animaux du lot de gerbilles vaccinees par le peptide PP couple a la proteine 
KLH survivent de fa9on definitive (surveillance de quatre semaines apres epreuve 
virulente). 

Cette experience ne permet pas de ddmontrer au risque usuel de 0,05 
une protection significative induite par le peptide PP centre un challenge Canicola 10 . 
Cependant, cette protection existe pour un risque p<0,07 (test de Logrank). 

Essai 2 : Protocole de vaccination des gerbilles par le peptide PP couple 

ou non k la proteine porteuse KLH 

L'experience dc vaccination par le peptide PP couple a la proteine 
porteuse KLH a ete reconduite dans les conditions similaires pour valider les resultats 
obtenus dans l'essai 1. Cependant, il nous a semble interessant de reproduire egalement cet 
essai avec le peptide non couple compte tenu de la forte antigenicity du peptide PP mise en 

evidence dans Tessai 1 . 

Un essai de vaccination /6preuve a etc mis en oeuvre pour evaluer la 

protection que peut apporter le peptide PP (seq ID N°l) couple ou non a la proteine KLH. 

Cette construction est administree par voie sous cutanee sans adjuvant, 
le PBS comme controle negatif est administre par la meme voie (lot 3). 

Lot 1 : 12 gerbilles, 2 injections de 30 jag de PP-KLH sous 300 |il 
Lot 2 : 12 gerbilles, 2 injections de 30 jag dc PP sous 300 jjU 
Lot 3:15 gerbilles, 2 injections de PBS sous 300 (il 
Les deux injections sous un volume de 300 |xl ont ete administrees a 
deux semaines d'intervalle par voie sous cutanee. Une 6prcuve virulente par injection par 
voie intra-p6riton6alc de 0 ? 5 ml d'une culture de leptospircs serovar canicola titrant 90 a 
100 UT (turbidimetric) diluee a 10" 2 a etc realisee trois semaines aprfes la secondc injection. 
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Les resultats de cet essai en terme de taux de mortalite et courbe de 
survie sont present6s respectivement dans le tableau 5 et la figure 13 : 
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Taux de mortalite 
Taux de survie 


8.3 
91.6 


33.3 
66.7 


53.3 
46.7 



PP coupl6 ou non a la proteine porteuse KLH aprfes epreuve virulente canicolalO" 2 . 

La mortalite du lot 3, groupe temoin ayant re?u du PBS, est la plus forte 
de tous lcs lots et correspond a la dose letale 50 (7/15). La mortalite chez les temoins a 
ddbute prdcocement des J6 alors qu'elle nc commence qu'a J8 pour le lot immunis6 par PP 
et 39 pour le lot immunise par PP-FCLH. 

La mortalit6 dans le groupe immunise par PP-KLH suite a une epreuve 
virulente L. interrogans serovar canicola est la plus faible (1/12) et la plus tardive (J9), 
alors que celle du lot immunise par PP est de 4/12 et debute a J8. 
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Bien que la protection observee par le peptide couple a la proteine portcuse 
KLH soit plus efficace, cette experience permet de mettre en dvidence un effet protecteur induit par 
le peptide PP, couple ou non a la proteine porteuse KLH, contrc unc 6preuve virulente de 
leptospircs scrovar canicola 10" 2 a une probability p<0,02 (test de Logrank) 

Le taux de survie observe pour le lot immunise par PP-KLH par voie 
sous cutanee confirme les resultats observes lors de la premiere experi mentation (Essai 1). 
Par ailleurs, le bilan de l'essai 1 suite a l'immunisation par le peptide PP confirme la forte 
immunogenicite de ce peptide et met en 6vidence son effet protecteur. 

Analyse statistique des r6sultats des deux exp6riences 



PP-KLH/control 



Experience 1 


Exp6rience 2 


cumul des deux 
essais 


7 p 




? P 


<7.10- 2 


6,84 <i.icr z 


10,1 ^.KT 5 




5,64 <2.10" i 





PP/control 

1 0 Tableau 6 : analyse statistique des essais vaccinations par le peptide PP couple ou non 

selon le test de Logrank 

Le peptide PP coupte a la proteine porteuse KLH apporte une protection 

significative contre un challenge canicola pour les deux experiences. Cette protection est 
significative sur la survie des animaux estimee par le test de logrank quelle que soit 
15 l'experience ; la combinaison des deux experiences augmente la significative de 
l'experience que ce soit avec le test du % 2 ou le test de Logrank. 

Bilan 

La vaccination avec le peptide PP couple ou non a la proteine KLH a 
permis de montrer l'effet protecteur du peptide PP, a deux reprises, a la suite d^une 
20 epreuve virulente (canicola). 
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REVENDICATIONS 

1. Compose caracterise en ce qu'il est choisi parmi : 

- le peptide represent6 par la sequence SEQ ID N°l ci-dessous : 
SEQ ID NO : 1 Lys-Ala-Lys-Pro-Val-Gln-Lys-Leu-Asp-Asp-Asp- 

Asp-Asp-Gly-Asp-Asp-Thr-Tyr-Lys-Glu-Glu-Arg-His-Asn-Lys 

ainsi que : <*' 

- les homologues de ce peptide presentant au moins 60% de similarity 

avec la sequence SEQ ID NO : 1 , 

- les derives de ce peptide selectionnds parmi : 

- les sels pharmaceutiquement acceptables dc ce peptide, 

- les fragments fonctionnels de ce peptide, * 

- les analogues chimiques de ce peptide choisis parmi ceux 
dans lesquels : un -ou plusieurs acides amines de la sequence peptidique ont et.e 
remplaces par leur enantiomere D ; une ou plusieurs liaisons amides peptidiques (-CO- 

■ « 

NH-) ont 6te remplacees . par une liaison isostere telle que : -CH 2 NH-, CH 2 S-, - 
CH2CH2-, -CH=CH- (cis et trans), -COCH 2 -, -CH(OH)CH 2 - et -CH 2 SO- ; un ou 
plusieurs acides amines ont ete remplaces par un acide amind non naturel, 

- les derives chimiques de ce peptide choisis parmi : les 
composes des-alpha amino peptides ; les derives N-alpha acyl substdtues de la forme 
RCO-, dans laquelle R reprdsente un groupement alkyle, alcenyle, alcynyle, aryle ou 
aralkyle, lineaire, ramifie, ou cyclique comprenant de 1 a 50 atomes de carbone ; les 
derives substitues sur la fonction acide C-terminale par un groupement choisi parmi - 
NH 2 , les alkyloxy, alkylthio ou alkylamino de la forme -OR, -SR or -NHR, dans 
lesquels R represente une chatne alkyle, alcenyle, alcynyle, aryle ou un groupement 
aralkyle, lineaire, ramifie ou cyclique comprenant de 1 a 50 atomes de carbone, les 
derives porteurs d ! un substituant pharmacophore, les polymferes dc ce peptide. 

2. Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu f il presente au 
moins 70% de similarit6 avec la sequence SEQ ID NO : 1, encore plus 
preftrentiellement 80%, de mantere preferee au moins 90%, et encore plus 
favorablement au moins 95%, ou mieux, 98% de similarity avec la sequence SEQ ID 
NO : 1. 
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3. Peptide selon la revendication 2, caract6rise en ce qu'il comporte de 
15 a 40 acides amines, preferentiellement de 20 a 30 acides amines. 

4. Peptide selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il est un 
fragment fonctionnel du peptide SEQ ID NO : 1 capable d'induire une reponse 
immunitaire 

5. Peptide comportant au plus 100 acides amines, caracterise en ce 
qu'il comprend une sdquence choisie parmi : SEQ ID NO : 1, un fragment fonctionnel 
de SEQ ID NO : 1 , un homologue de SEQ ID NO : 1 , un analogue chimique dc 
SEQ ID NO : 1 ou un deriv6 chimique de SEQ ID NO : 1 . 

6. Anticorps caracterise en ce qu'il reconnatt un peptide selon l'une 

quelconque des revendi cations I a 5. 

7. Anticorps selon la revendication 6, caracterise en ce qu'il est dirige 

contre le peptide de sequence SEQ ID NO : 1 . 

8. Anticorps selon la revendication 6 ou la revendication 7, caracterise 

en ce qu'il est un anticorps polyclonal. 

9. Anticorps selon la revendication 6 ou la revendication 7, caracterise 

en ce qu'il est un anticorps monoclonal. 

10. Fragment ou derive d"un anticorps selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 9, caract6rise en ce qu'il est choisi parmi les fragments Fab, F(ab')2, 
ScFv. 

1 1 . Acide nucleique caracterise en ce qu'il code un peptide selon l'une 

quelconque des revendications 1 a 5. 

12. Vecteur, caracterise en ce qu'il comporte un acide nucleique selon 

la revendication 1 1 . 

13. Cellule recombinante comprenant un acide nucl6ique ou un 

vecteur selon l'une quelconque des revendications 1 1 et 12. 

14. Organisme transg6nique non humain comprenant un acide 

nucleique selon la revendication 1 1 dans ses cellules. 

15. Sonde ou amorce nucleotidique caracterisee en ce qu'ellc 

comprend un acide nucleique selon la revendication 1 1 . 

16. Utilisation d'une sonde ou d'une amorce selon la revendication 15 
pour la detection in vitro de la presence de souches pathogencs de leptospires dans un 
echantillon biologique ou une eau contaminee. 

17. Utilisation d'un anticorps selon l'une quelconque des 
revendications 6 a 10 pour la ddtection in vitro de la presence de souches pathogencs de 
leptospires dans un echantillon biologique ou une eau contaminee. 



* 

42 



18. Utilisation d'un peptide selon I'une quelconque des revendications 
1 a 5 pour la detection in vitro de la presence d'anticorps anti-leptospire dans un 
echantillon biologique. 

19. Kit pour la detection in vitro de la presence de souches 
5 pathogenes de leptospircs dans un 6chantillon biologique ou une eau contaminee 

caractdrisee en ce qu'il comporte une sonde ou un oligonucleotide ou un couple 
d'amorces selon Tune quelconque des revendications 1 1 et 15. 

20. Composition pharmaceutique comprenant un peptide ou un 
anticorps ou un acide nucleique selon Tune quelconque des revendications 1 a 13 et un 

1 0 support pharmaceutiquement acceptable. 

21. Composition selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il 

s'agit d'un vaccin. 

22. Composition selon la revendication 20, caracterisee en ce qu'il 
s'agit d'une preparation d'anticorps anti-PP a usage therapeutique : 

15 23. Utilisation d f un acide nucleique ou d'un vecteur selon Tune 

quelconque des revendications 11 et 12 pour la production in vitro d'un peptide seloi> 
1'une quelconque des revendications 1 & 5. > ; 

24. Utilisation d'un acide nucleique ou d'un vecteur selon Tune 
quelconque des revendications 11 et 12 pour la production in vivo d'un peptide selon 

20 Tune quelconque des revendications 1 a 5. 
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1 8. Utilisation d'un peptide selon Tune quelconque des revendications 
1 a 5 pour la detection in vitro de la presence d'anticorps anti-leptospire dans un 

echantillon biologique. 

19. Kit pour la detection in vitro de la presence de souches 
5 pathogenes de leptospires dans un Echantillon biologique ou une eau contaminee 

caracterisSe en ce qu'il comporte une sonde ou un oligonucleotide ou un couple 
d'amorces selon la revendication 15. 

20. Composition phaimaceutique comprenant un peptide ou un 
anticorps ou un acide nucteique selon Tune quelconque des revendications 1 a 1 1 et un 

1 0 support pharmaceutiquement acceptable. 

21. Composition selon la revendication 20, caract&is6e en ce qu'il 

s'agit d'un vaccin. 

22. Composition selon la revendication 20, caract£ris£e en ce qu ! il 
s'agit d'une preparation d'anticorps anti-PP a usage therapeutique 

15 23. Utilisation d'un acide nucl&que ou d'un vecteur selon Tune 

quelconque des revendications 11 et 12 pour la production in vitro d'un peptide selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 5. 

24. Utilisation d'un acide nucleique ou d f un vecteur selon Tune 
quelconque des revendications 11 et 12 pour la production ex vivo d'un peptide selon 

20 l'une quelconque des revendications 1 a 5. 
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Thr Tyr Lys Glu Glu Arg His Asn Lys 
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La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a rinformatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses taites a ce formulate. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'lNPI. 
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CERTIFICAT B'UTILITE 

Code de la proprtete intellectuelfe - Uvre VI 




N 8 11235-03 



DEPARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Tetecopie : 33 (1) 42 94 86 54 




DESIGNATION DMMVEMTEUR(S) Page N° ?../?. . 

(A fournir dans le cas ou les demandeurs et 
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N° D'ENREGISTREWIENT NATIONAL 


02 13585 



TITRE DE L' INVENTION (200 caracteres ou espaces marfmum) 

PEPTIDES POUR LA PREVENTION, LE DIAGNOSTIC ET LE TRAITEMENT DE LA LEPTOSPIROSE ANIMALE 
ET/OU HUMAINE 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

VIRBAC 

ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE NANTES 



DESIGNE(NT) EN TANT QU'INVENTEUEI(S) : 
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Le Domaine Valmet 
1000 chemin des Rastines 
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Code postal et ville 
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N° 92-4046 



Paris, le 7 avril 2003 




La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative a Pinfbrmatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses faites £ ce formulaire 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I'lNPI. 
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